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Referat: 
Im Rahmen der Untersuchung wurde bei 27 Patienten, die klinische Zeichen der Karies, aber 
keine pulpitischen Symptome zeigten, kariöses Dentin mit Hilfe eines sterilen Exkavators 
entnommen. Das durchschnittliche Alter der Patienten beträgt 41 Jahre und der 
Durchschnittswert des DMF-T-Index 12,5. Die Untersuchungsgruppe bestand zu 55,5 % aus 
männlichen Probanden sowie zu 44 % aus Rauchern. Nach Isolierung von 107 Reinkulturen 
aus den Patientenproben erfolgte die Identifizierung der oralen Streptokokken mittels eines 
mikrobiologischen Standardtests (RapidID-32Strep der Firma BioMérieux) und MALDI-
TOF-MS-Analyse. Parallel wurden speziesspezifische PCRs der Dentinproben für S. 
sanguinis, S. constellatus, S. intermedius, S. anginosus, S. mutans, S. salivarius, S. oralis, S. 
mitis, S. gordonii und S. parasanguinis durchgeführt. Mittels MALDI-TOF-MS-Analyse 
konnten insgesamt sechs verschiedene Spezies oraler Streptokokken in den Dentinproben 
nachgewiesen werden. Am häufigsten kamen Vertreter der Mitis-Gruppe vor (in 89 % der 
Dentinproben), gefolgt von S. gordonii und S. sanguinis (zu 52 % und 26 % vertreten). Die 
MALDI-TOF-MS-Methode erwies sich als geeignetere der mit Kultivierung verbundenen 
Nachweismethoden. Ihre Ergebnisse wurden durch selektive PCRs einzelner Subkulturen und 
DNA-Sequenzierung bestätigt. Mittels der speziesspezifischen PCRs der Dentinspäne wurden 
zehn verschiedene Spezies oraler Streptokokken identifiziert. Vertreter der Mutans-Gruppe 
wurden so zu durchschnittlich 44 %, S. salivarius zu 37 % nachgewiesen. Es zeigte sich ein 
signifikantes Vorkommen von S. anginosus in Proben, die ebenfalls S. mutans enthielten (p= 
0,00213). Alle drei Verfahren sind zur Untersuchung klinischer Proben geeignet, wobei die 
MALDI-TOF-MS-Analyse die genaueste Differenzierung auf Speziesebene ermöglicht. Die 
Non-Mutans-Streptokokken S. oralis, S. gordonii und S. anginosus scheinen die Mikroflora 
von kariösem Dentin zu dominieren. Sie übertrafen in der vorliegenden Arbeit in ihrem 
Vorkommen S. mutans in mehr als der Hälfte der untersuchten Proben. Diese Beobachtung 
stützt die erweiterte ökologische Plaquehypothese.
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BHI-Bouillon  „brain heart infusion“ Bouillon  
DMF-T-Index Kariesindex 
DANN Desoxyribonukleinsäure 
dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate 
FDI-Schema Schema der Fédération Dentaire Internationale 
HCCA α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure 
m/z-Verhältnis Verhältnis von Masse zu Ladung 
MALDI-TOF-
MS 
„matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight” 
Massenspektrometrie 
PCR Polymerasekettenreaktion 
Taq Thermus aquaticus 
TFA Trifluoressigsäure 
DSM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, 
Braunschweig 
SVM-
Algorithmus  
„support vector machine“-Algorithmus  
VS Viridans-Streptokokken 
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Lactobacillus casei L. casei 
 
 
 
 
   Abbildungsverzeichnis 
  
 - 6 -  
Abbildungsverzeichnis 
Abbildung 1: Fortschritt der Schmelz- und Dentindestruktion im histologischen 
Zahnschnitt 
Abbildung 2: Einteilung der Streptokokken mit ausgewählten Vertretern in Anlehnung 
an Facklam R. 2002 
Abbildung 3: RapidID-32Strep-Teststreifen 
Abbildung 4: apparativer Aufbau MALDI-TOF-MS 
Abbildung 5: Diagramm zur Darstellung der Ergebnisse der Identifizierung oraler 
Streptokokken nach Kultivierung mittels RapidID-32Strep in % der Proben mit 
Nachweis 
Abbildung 6: RapidID-32Strep-Ergebnis der Subkulturen 12f und 21b 
Abbildung 7: ausgewählte Spektren oraler Streptokokken  
Abbildung 8: Diagramm zur Darstellung der Ergebnisse der Identifizierung oraler 
Streptokokken mittels MALDI-TOF-MS 
Abbildung 9: Diagramm zur Darstellung der Ergebnisse der Identifizierung oraler 
Streptokokken mittels PCR 
Abbildung 10: Darstellung der Produkte der speziesspezifischen PCR für S. gordonii für 
27 Patientenproben 
Abbildung 11: Diagramm zur vergleichenden Darstellung der mit RapidID-32Strep-, 
MALDI-TOF-MS- und PCR nachgewiesenen Spezies  
Abbildung 12: Diagramm zur Darstellung der mittels RapidID-32Strep, MALDI-TOF-
MS und PCR nachgewiesenen Gruppen oraler Streptokokken in % der Proben mit 
Nachweis 
Abbildung 13: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der RapidID-32Strep- und 
MALDI-TOF-MS-Analyse (Tabelle und Diagramm) 
Abbildung 14: Darstellung der Sensitivität, Spezifität und Effizienz der Identifizierung 
oraler Streptokokken mittels RapidID-32Strep  
Abbildung 15: Diagramm zur vergleichenden Darstellung der Ergebnisse der MALDI-
TOF-MS-Analyse mit den PCR-Ergebnissen von 27 Patientenproben 
Abbildung 16: Darstellung der mittels MALDI-TOF-MS-Analyse und PCR 
identifizierten Gruppen oraler Streptokokken
   Tabellenverzeichnis 
  
 - 7 -  
Tabellenverzeichnis 
Tabelle 1: Geräte 
Tabelle 2: Chemikalien 
Tabelle 3: Computerprogramme und Datenbanken 
Tabelle 4: Patientendaten 
Tabelle 5: Darstellung der nach Kultivierung mit RapidID-32Strep nachgewiesenen 
Spezies mit der durch das System angegebenen Wahrscheinlichkeit der korrekten 
Identifizierung  
Tabelle 6: Ergebnisse der Identifizierung oraler Streptokokken nach Kultivierung 
mittels RapidID-32Strep (Angabe numerisch und prozentual) in 27 Patientenproben 
Tabelle 7: Darstellung der mit MALDI-TOF-MS nach Kultivierung erfolgreich 
identifizierten Spezies (Angabe numerisch und prozentual) 
 Tabelle 8: Ergebnisse der Identifizierung oraler Streptokokken mittels MALDI-TOF-
MS-Analyse (Angabe numerisch und prozentual) in 27 Patientenproben nach 
Kultivierung 
Tabelle 9: Darstellung der mit PCR identifizierten Spezies  
Tabelle 10: Ergebnisse der Identifizierung oraler Streptokokken mittels PCR-Analyse 
(Angabe numerisch und prozentual) in 27 Patientenproben 
Tabelle 11: Signifikanz des Vorkommens verschiedener Streptokokkenspezies in 
Zusammenhang mit dem Nachweis von S. mutans mittels PCR  
Tabelle 12: Vergleich der Ergebnisse der RapidID-32Strep-, MALDI-TOF-MS- und 
PCR-Analyse (numerisch und prozentual) 
Tabelle 13: Darstellung der mittels Kultivierung und RapidID-32Strep, Kultivierung 
und MALDI-TOF-MS und PCR von Dentin nachgewiesenen Streptokokken-Spezies 
Tabelle 14: Vergleich der Ergebnisse der Identifizierung mittels MALDI-TOF-MS und 
dem RapidID-32Strep-System in 107 Subkulturen  
Tabelle 15: Übereinstimmung zwischen biochemischer und MALDI-TOF-MS-
Identifizierung oraler Streptokokken 
Tabelle 16: Vergleich der Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analyse mit den PCR-
Ergebnissen in 27 Patientenproben 
 
 
1. Einleitung 
  
 - 8 -  
1 Einleitung 
1.1 Kariesentstehung 
Karies ist eine der verbreitetsten Infektionskrankheiten der deutschen Bevölkerung. 
Laut der IV. Deutschen Mundgesundheitsstudie aus dem Jahr 2006 sind durchschnittlich 14,5 
Zähne eines Erwachsenen kariös (Micheelis W. 2006). 
Die Entstehung von Karies ist ein multifaktorielles Geschehen, bei dem verschiedene 
Einflussfaktoren eine Rolle spielen. Voraussetzung ist zunächst die Anwesenheit von 
Mikroorganismen. Diese benötigen Zeit und ausreichend Substrat in Form von 
Kohlehydraten, die durch die Nahrungszufuhr zur Verfügung gestellt werden, um Karies 
auszulösen. So bildet sich eine komplexe Mikroflora aus (Gängler P. 2005). Der Mensch als 
Wirt beeinflusst die Kariesentstehung zusätzlich durch verschiedene Eigenschaften, wie die 
Plaquebildungsrate oder den pH-Wert des Speichels (Liberio S.A. 2009). 
Karies entsteht in erster Linie dadurch, dass von Bakterien produzierte Säuren den 
Zahnschmelz demineralisieren. Zunächst ist der Vorgang reversibel. Dann dringen die 
Bakterien jedoch in das darunterliegende Dentin ein, wo sie sich unterminierend ausbreiten 
und den Zahn schwächen - es kommt zur Kavitation. Der Kariesprozess schreitet fort, bis 
schließlich die Pulpa des Zahnes durch Mikroorganismen penetriert wird. Dadurch geht die 
Gefäß- und Nervenversorgung des Zahnes zu Grunde (Gängler P. 2005).  
Eine aktuelle Theorie zur Entstehung von Karies ist die ökologische Plaquehypothese 
(Marsh 1994). Diese geht davon aus, dass spezifische Erreger, wie S. mutans, an der 
Krankheitsentwicklung beteiligt sind, die Krankheit aber nur ausbricht, wenn veränderte 
Umgebungsbedingungen die Balance der Mikroflora im Mund aus dem Gleichgewicht 
gebracht haben (Marsh 1994, Kreth J. 2005). 
Während Mutans-Streptokokken mit der Kariesentstehung verbunden zu sein scheinen, wird 
die Anwesenheit anderer Streptokokken, wie S. sanguinis, mit oraler Gesundheit verbunden 
(Stingu C.S. 2008a, Corby P.M. 2005, Loesche W.J. 1973). Andererseits gibt es Patienten, bei 
denen keine Karies entsteht, obwohl bei ihnen eine große Zahl an S. mutans nachgewiesen 
wurde (Kleinberg 2002) und solche, die trotz der Abwesenheit des Erregers Karies entwickeln 
(Marsh P.D. 2005, Takahashi N. 2008, Wiljeyeweera R.L. 1989, Kleinberg 2002). Zudem 
wurde festgestellt, dass beispielsweise S. oralis oder S. milleri in Tierversuchen ebenfalls 
Karies induzierend wirken (Willcox M.D. 1987). 
Die Kariogenität, also die Karies auslösende Wirkung eines Erregers, wird unter anderem 
durch das Ausmaß seiner Säureproduktion charakterisiert (Van Houte J. 1991). 
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Es gibt eine Reihe von sogenannten Non-Mutans-Streptokokken, zu denen auch S.oralis, 
S. gordonii und S. anginosus sowie andere Vertreter der Anginosus-Gruppe gehören, die sehr 
viel mehr Säure produzieren als Mutans-Streptokokken (Van Houte J. 1991, Becker M.R. 
2002). Somit sind diese Streptokokken ebenfalls in der Lage, eine Karies auslösende 
Mikroflora zu bilden. 
In den als „white spots“ bezeichneten Initialläsionen, die zu Beginn der Kariesprogression 
auftreten, finden sich vor allem S. parasanguinis und S. salivarius (Aas J.A. 2008), aber auch 
S. mitis und S. oralis wurden nachgewiesen (Boyar R.M. 1989). 
Mit zunehmender Progression der Karies verändert sich das bakteriologische Profil der Plaque 
(Aas J.A. 2008, Munson M.A. 2004). 
   ®UNIAKTUELL, Univeristät Bern              
Abbildung 1: Fortschritt der Schmelz- und Dentindestruktion im histologischen 
Zahnschnitt 
1.2  Viridans-Streptokokken 
Zur Gattung der Streptokokken gehören fakultativ anaerobe, gram-positive, sich in Ketten 
oder Pärchen anordnende, unbewegliche Kokken, die katalase-negativ sind (Hahn H. 2009). 
Sie werden aufgrund ihres Hämolysevermögens (Schottmüller H. 1903) sowie der Antigenität 
eines in der Zellwand vorkommenden Kohlenhydrates (Lancefield-Antigen) eingeteilt. 
Man unterscheidet α-, β- und γ-Hämolyse. Kolonien mit α-Hämolyse erzeugen auf Blutagar 
eine Grünverfärbung. Sie entsteht durch die Oxidation des im Hämoglobin enthaltenen 
Eisens, wodurch das Absorptionsspektrum des Lichts verändert wird. β-Hämolyse äußert sich 
durch die Ausbildung eines durchsichtigen Hofs, γ-Hämolyse hingegen durch fehlende 
Farbveränderung. Viridans-Streptokokken zeigen α-Hämolyse (Hahn H. 2009). Sie kommen 
in der menschlichen Mundhöhle, dem Gastrointestinaltrakt und dem Urogenitaltrakt vor und 
1. Einleitung 
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gehören zur physiologischen Schleimhautflora des Menschen (Hahn H. 2009). Einige werden 
als fakultativ pathogen eingestuft und können Endokarditis, Meningitis oder eine Sepsis 
auslösen (Facklam R. 2002). 
Die Gruppe der Viridans-Streptokokken umfasst ca. 26 Arten von Streptokokken (Facklam R. 
2002). Die Vertreter sind auch dadurch charakterisiert, dass sie Leucinaminopeptidase 
erzeugen, negative Pyrrolidonylarylamidase-Reaktionen zeigen und nicht in 6,5 %-
Natriumchlorid-Bouillon wachsen (Facklam R. 2002). Da nicht alle Vertreter α-Hämolyse 
zeigen, ist der Oberbegriff vergrünende Streptokokken etwas irreführend. Sie werden auch 
unter dem Begriff orale Streptokokken zusammengefasst und phänotypisch in folgende 
Gruppen unterteilt: Mutans-Gruppe, Salivarius- sowie die Anginosus-, Sanguinis- und Mitis-
Gruppe (Facklam R. 2002, Whiley R.A. 1998, Beigthon E.D. 1991). 
 
 
Abbildung 2: Einteilung der Streptokokken mit ausgewählten Vertretern in Anlehnung 
an Facklam R. 2002 
Mittels DNA-Sequenzierung können fünf Gruppen von vergrünenden Streptokokken 
identifiziert werden. Diese genotypische Einteilung beruht auf der Heterogenität der 16S- und 
23S-rDNA-Gene der Streptokokken. Die Unterscheidung innerhalb dieser Gruppe ist aber 
sehr kompliziert, da sich die einzelnen Vertreter sowohl genotypisch als auch phänotypisch 
sehr ähnlich sind (Facklam R. 2002). Zum Beispiel liegt die Sequenzübereinstimmung der 
16S-rDNA-Gene von S. mitis, S. oralis und S. pneumoniae bei mehr als 99 % (Kawamura Y. 
1995). 
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1.3 Grundlagen der phänotypischen Identifizierung mittels RapidID-32Strep 
RapidID-32Strep ist ein System Firma BioMérieux zur Identifizierung von Streptokokken und 
verwandten Keimen mittels 32 enzymatischen Reaktionen. Es ist eine phänotypische 
Identifizierungsmethode, die in vielen mikrobiologischen Labors als Standardtest verwendet 
wird. Mit diesem Test ist laut Hersteller der Nachweis von 61 Streptokokkenspezies sowie 
Enterococcus und anderen katalase-negativen, gram-positiven Kokken möglich. 
Vor der Identifizierung muss sichergestellt werden, dass die zu prüfende Reinkultur zur 
Gruppe der Streptokokken gehört. Dies erfolgt mikroskopisch,  über makromorphologische 
Kultureigenschaften, oder biochemisch durch einen negativen Katalasetest oder die 
vorhandenen α-Hämolyse. Das Material aus den auf Schafblut-Agar angezüchteten 
Reinkulturen muss in ein Suspensionsmedium überführt werden. Die Trübung des Mediums 
sollte dem des McFarland-Standards 4 entsprechen. So wird eine annähernd konstante 
Bakteriendichte sichergestellt. Anschließend muss der Teststreifen inokuliert und für 4 bis 4 
½ h bei 36 ˚C ± 2 inkubiert werden.  
®Biomerieux 
Abbildung 3: RapidID-32Strep-Teststreifen  
Die Ablesung erfolgt automatisch durch das Gerät Mini-API-Reader, das die Ergebnisse der 
Enzymreaktionen an eine Identifizierungssoftware weiterleitet. Alternativ kann auch eine 
visuelle Ablesung erfolgen. Eine Auflistung aller biochemischen Reaktionen des Systems 
findet sich im Anhang (Anhang I.). Nach Angaben der Firma BioMérieux können mit dem 
System nur in der Datenbank enthaltene Spezies identifiziert werden. Es dürfen ausschließlich 
Reinkulturen verwendet werden, die nicht auf Blutkulturmedien auf Basis von Schaedler, 
TSA oder Müller-Hinton-Agar angezüchtet wurden. Daher nutzt man Columbia-Agar mit 
Schafblut. Die Trefferwahrscheinlichkeit liegt nach Herstellerangaben bei 94,3 %, 2 % aller 
Stämme würden falsch, 3,7 % nicht identifiziert.  
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1.4 Funktionsweise des MALDI-TOF-MS-Verfahrens 
Die Massenspektrometrie ist ein Verfahren zur Bestimmung von Molekül- bzw. 
Molekülfragmentmassen. Ionen in der Gasphase werden in einem elektrischen Feld unter 
Hochspannung beschleunigt und so nach ihrem Verhältnis von Masse (m) zu Ladung (z) 
aufgetrennt sowie registriert. 
Die Ionisierung der zu identifizierenden Moleküle kann über verschiedene Methoden 
erfolgen. Im Fall von Matrix-assisted-laser-desorption-time-of-flight-Massenspektrometrie 
(MALDI-TOF MS) wird die Probe durch einen Laserimpuls ionisiert, nachdem sie mit einer 
organischen Säure, der Matrix, gemischt wurde. Die Matrix nimmt einen Teil der 
Laserenergie auf und überträgt sie schonend auf die zu analysierenden Moleküle, sodass auch 
große Moleküle nicht fragmentieren. Außerdem überträgt sie Protonen, meist ein einziges, auf 
die Analytmoleküle. 
Ein Massenspektrometer besteht aus einer Ionenquelle, dem Massenanalysator und dem 
Detektor. Bei der MALDI-TOF-MS dient meist ein Stickstofflaser (337 nm) als Ionenquelle, 
der Massenanalysator ist ein Flugzeitanalysator (TOF). Es handelt sich dabei um eine Röhre 
in der sich die zu identifizierenden Teilchen im Hochvakuum bewegen. Aufgrund des m/z-
Verhältnisses bewegen sich die Ionen unterschiedlich schnell und erreichen somit auch den 
Detektor zu unterschiedlichen Zeiten. Der Detektor ist meist ein Sekundärelektronen-
Vervielfacher, der eine Elektronenkaskade erzeugt. Je nach Menge der ankommenden 
Probenteilchen werden hier verschieden große Sekundärionenwolken ausgelöst und ergeben 
ein analoges Signal, das durch einen Computer gelesen werden kann. So werden die 
Ergebnisse der Messung in einem Diagramm (m/z-Verhältnis zu Intensität) dargestellt. 
® Bruker Daltonics 
Abbildung 4: Apparativer Aufbau des verwendeten MALDI-TOF-Massenspektrometers 
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Ungenauigkeiten im Massenspektrum ergeben sich dadurch, dass die Teilchen aus der Matrix 
an unterschiedlichen Orten zu verschiedenen Zeiten herausgelöst werden und sich außerdem 
ihre Anfangsenergie durch Abstoßungskräfte untereinander verändert. Das führt zu einer 
Verschlechterung der Peakauflösung. In der anfänglichen Entwicklungsphase wurden 
Massenspektrometer für die Analyse von Atomen und kleineren Molekülen verwendet. 1975 
gelang es erstmals, intakte Bakterienzellen zu analysieren (Anhalt J.P. 1975). Die 
Untersuchung von Peptiden oder Proteinen war zunächst nicht möglich, da diese zu stark 
fragmentiert wurden. In den 1980er Jahren wurde von Franz Hillenkamp (Hillenkamp F. 
1991) und anderen Forschern ein Verfahren zur Identifizierung von Biomolekülen entwickelt 
(Tanaka K. 1988). Dabei wurde durch die Einbettung in eine Matrix erstmals die Analyse von 
Nukleinsäuren und Proteinen möglich und damit auch die Identifizierung von Bakterien. 
Anhand der Peakmuster konnten verschiedene Forschungsgruppen vollständige 
Bakterienzellen und sogar Material aus Lysaten auf Art- und Stammebene identifizieren. 
Auch die Identifizierung in Bakteriengemischen war erfolgreich, was den Einsatz des 
Verfahrens im Rahmen der klinischen Diagnostik ermöglicht (Wahl K.L. 2002). 
1.5 Polymerasekettenreaktion 
Die Polymerasekettenreaktion ist ein enzymgesteuerter, primervermittelter, 
temperaturabhängiger Prozess zur Replikation spezifischer DNA-Sequenzen in vitro 
(Millar B.C. 2007).  
Die drei wesentlichen Komponenten sind die Extraktion der Nukleinsäuren, Amplifikation 
bzw. Analyse und schließlich der Nachweis der amplifizierten Produkte (Millar B.C. 2007).  
Der Nachweis von Bakterien ist nur eines von vielen Anwendungsbereichen der 
Identifizierung von Zielsequenzen der DNA.  
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2 Ziele der Arbeit 
Veränderungen der oralen Mikroflora sind von zentraler Bedeutung in dem multifaktoriellen 
Geschehen, das zur Ausbildung kariöser Läsionen führt.  
Die ökologische Plaquehypothese geht davon aus, dass spezifische Erreger, wie S. mutans, an 
der Krankheitsentwicklung beteiligt sind, die Krankheit aber nur ausbricht, wenn veränderte 
Umgebungsbedingungen die Balance der oralen Mikroflora aus dem Gleichgewicht gebracht 
haben (Marsh 1994, Kreth J. 2005). Es gibt aber auch eine Reihe von Non-Mutans-
Streptokokken, die kariogenes Potential besitzen. Dazu gehören beispielsweise S. oralis, S. 
gordonii und S. anginosus, deren Säureproduktion viel höher ist, als die von Mutans-
Streptokokken (Van Houte J. 1991, Becker M.R. 2002). 
Diese Beobachtung könnte erklären, dass es Patienten gibt, die trotz der Abwesenheit von S. 
mutans Karies entwickeln (Marsh P.D. 2005, Takahashi N. 2008, Wiljeyeweera R.L. 1989, 
Kleinberg 2002). Sie unterstützt die erweiterte ökologische Plaquehypothese (Loesche W.J. 
1979, Takahashi N. 2008).  
Eine der zentralen Fragestellungen dieser Untersuchung ist daher der qualitative und 
semiquantitative Nachweis dieser Viridans-Streptokokken in kariösen Läsionen. Nachdem 
zahlreiche Studien Plaque und Speichel auf S. mutans untersucht haben (Beighton 2005, 
Kreth J. 2005, DeCarvalho F.G. 2006), steht in der vorgelegten Arbeit die mikrobiologische 
Untersuchung von Dentin, welches erst im fortgeschrittenen Krankheitsverlauf befallen wird, 
im Mittelpunkt. Die entnommenen Proben wurden mittels drei verschiedener Methoden 
untersucht. Nach der Kultivierung erfolgte sowohl die Testung mit dem RapidID-32Strep-
System, als auch die MALDI-TOF-MS-Analyse des Probenmaterials. Zusätzlich wurde jede 
Probe der DNA-Analyse mittels speziesspezifischen PCRs unterzogen. Der Vergleich der 
Ergebnisse dieser verschiedenen Verfahren steht im Zentrum der vorliegenden Untersuchung. 
Es existieren bereits vergleichende Untersuchungen hinsichtlich der Ergebnisse von PCRs 
und biochemischen Identifizierungsmethoden (Martin E. 2002, Hoshino T. 2004), die 
vorliegende Arbeit berücksichtigt auch die MALDI-TOF-MS-Analyse. Außerdem gilt das 
Interesse der Untersuchung auch der Klärung der Frage, in wie fern die Methoden für die 
Identifizierung von Viridans-Streptokokken in Patientenproben geeignet sind. Daraus können 
Rückschlüsse auf die Eignung der Methoden zur Identifizierung oraler Streptokokken im 
Rahmen mikrobiologischer Standarddiagnostik getroffen werden. 
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3 Materialien 
3.1 Geräte 
Tabelle 1: Geräte  
Autoflex II Massenspektrometer Bruker Daltonik GmbH, Bremen 
Digital Graphic Printer Biometra GmbH, Göttingen 
Elektrophorese-Kammer Sub-Cell GT  Bio-RAD Laboratories, New York 
Exkavator (STOMA 4621.15) STOMA, Emmingen-Liptingen 
 
Gefrierschrank Liebherr, Deutschland  
Herd Safe Thermo Scientific Heraeus, Deutschland 
Inkubator  Heraeus Instruments, Deutschland 
KIMTECH Science Präzisionswischtücher Kimberly-Clark Professional, Koblenz  
Laborabzug Hera Safe Heraeus, Deutschland  
Laborflaschen Schott Duran GmbH, Mitterteich 
Mikrowelle AEG, Deutschland 
Mini-API-Reader BioMérieux, Lyon 
Minitubes Axygen, San Francisco 
MTP 384 target plate ground steel T F Bruker Daltonik GmbH, Bremen 
MTP target frame III Bruker Daltonik GmbH, Bremen 
Ösen Sarstedt, Nürnbrecht 
Pico™+ Fresco™ 17/21 Thermo Scientific Heraeus, Deutschland 
Pipetten Eppendorf Research 2,5-1000 Eppendorf AG, Hamburg 
Reaktionsgefäße 3810X, 1,5 ml  Eppendorf AG, Hamburg 
SORVALL Evolution RC superspeed 
centrifuge  
Sorvall, USA 
Thermocycler UVZ0 Biometra GmbH, Göttingen 
Thermocycler UVZ0 Biometra GmbH, Göttingen 
Thermomixer 5436  Eppendorf AG, Hamburg 
Tischzentrifuge Mikro 12-24 Hettich, Tuttlingen 
Ultraschallbad RK 100 H Bandelin, Berlin 
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Univapo 100H Evaporator centrifuge  Uniequip Laborgerätebau, München 
UV-Box Clean Cab Herolab GmbH, Wiesloch 
Vibrationsschüttler (Vortex-Mischer) Uniequip Laborgerätebau, München 
Video-Geldokumentationssystem E.A.S.Y. 
Plus 
Herolab GmbH, Wiesloch 
Vortex-Mischer VF2 IKA-Labortechnik, Staufen 
White light + Transilluminator  Biometra GmbH, Göttingen 
 
3.2 Chemikalien  
Tabelle 2: Chemikalien 
- Cyano- 4-hydroxyzimtsäure Bruker Daltonik GmbH, Bremen 
100 bp DNA-Ladder Invitrogen, Darmstadt 
Acetonitril Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg 
Agar-Agar (technisch) Sifin Institut für Immunpräparate und 
Nährmedien GmbH, Berlin  
API-Suspensionsmedium BioMérieux, Lyon 
Aqua. dest. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg 
BHI-Bouillon  Sifin Institut für Immunpräparate und 
Nährmedien GmbH, Berlin 
Bromthymolblau MERCK, Darmstadt, Deutschland 
DNA-Puffer II  Applied Biosystems ROCHE, USA 
DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen GmbH, Helden 
dNTPs Invitrogen, Darmstadt 
Ethanol (absolut) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg 
Isopropanol MERCK, Darmstadt 
McFarland-Standard 4 BioMérieux, Lyon 
Methanol  Gibco BRL, Tübingen 
MgCl2 Applied Biosystems ROCHE, USA 
PCR-Primer Biometra GmbH, Göttingen 
RapidID-32Strep-Testreifen BioMérieux, Lyon 
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Reinstwasser TKA-GenPure Reinstwassersystem 
Stickstoff (Reinheitsgrad 5.0) Air Liquide GmbH, Düsseldorf 
TAE(Tris-Acetat-EDTA)-Puffer SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Hamburg 
Taq-DNA-Polymerse  Applied Biosystems ROCHE, USA 
Trifluoressigsäure MERCK, Darmstadt, Deutschland 
 
3.3 Computerprogramme und Datenbanken  
Tabelle 3: Computerprogramme und Datenbanken 
Bio Doc Analyse Biometra GmbH, Göttingen  
Flex Analysis 2.4 Bruker Daltonik GmbH, Bremen 
Flex Control 2.4 Bruker Daltonik GmbH, Bremen 
Mat Lab 7.3 The Math Works, Inc., Natick, MA 
Microsoft Exel 2007 Microsoft Corporation 
Graph Pad-Calculator Graph Pad Inc. 
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4 Methoden 
4.1 Untersuchungsgruppe  
Alle Informationen zum Ablauf der Studie sind der Ethikkommission der Universität Leipzig 
vor Beginn der klinischen Untersuchung zur Prüfung vorgelegt worden. 
Die Untersuchungsgruppe bestand aus 27 Patienten im Alter zwischen 18 und 85 Jahren. 
Für jeden Patienten wurde der Zahnstatus und der DMF-T-Index vermerkt, der Zahn an dem 
die Entnahme erfolgte und die Ausdehnung der Kavität notiert (Anhang II.). Durch den DMF-
T-Index werden die Zähne erfasst, die kariös zerstört sind und solche, die aufgrund von 
Karies extrahiert bzw. zahnärztlich versorgt werden mussten. Diese Angaben lassen 
Rückschlüsse auf den Grad der kariösen Zerstörung des Gebisses des jeweiligen Probanden 
zu. 
Von jedem Patienten, bei dem eine Probenentnahme stattfand, wurde ein Fragebogen 
ausgefüllt, der Angaben über Alter und Geschlecht, Allgemeinerkrankungen und eventuellen 
Nikotinkonsum enthält (Anhang III.). Es ist bekannt, dass Eigenschaften, wie das Geschlecht 
oder das Alter, Einfluss auf die Zusammensetzung der oralen Mikroflora haben (Ferraro M. 
2010, Preza D. 2010). Nikotinkonsum beeinflusst die Zusammensetzung des Biofilms 
ebenfalls (Shchipkova A.Y. 2010). Die Dokumentation dieser klinischen Daten im Rahmen 
der Probenentnahme diente der Untersuchung der Frage, ob ein Zusammenhang zwischen 
dem Nikotinkonsum und dem Vorkommen bestimmter Spezies oraler Streptokokken besteht 
oder ob das Ausmaß des Kariesbefalls (dokumentiert über den DMF-T-Index) von der 
Zusammensetzung der Mikroflora beeinflusst wird. 
Probanden, die an Diabetes mellitus oder Leukämie erkrankt waren oder sich in den 2 
Wochen vor der Probenentnahme einer Antibiotikatherapie unterzogen hatten, wurden von 
der Untersuchung ausgeschlossen, da der Einfluss dieser Faktoren auf die orale Mikroflora 
nicht Gegenstand der Untersuchung war.  
Jeder Proband erteilte sein schriftliches Einverständnis zur Probenentnahme. 
 
4.2 Probenentnahme und Anzucht 
Nach der maschinellen Eröffnung der Kavität und Abtragen des kariösen Dentins mittels 
eines Rosenbohrers (Weerheijm K.L. 1993) konnten Dentinspäne mit Hilfe eines sterilen 
Exkavators (STOMA 4621.15) unter relativer Trockenlegung abgelöst werden. Bei der 
Probenentnahme wurde der angrenzende Zahnschmelz nicht berührt  
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(DeCarvalho F.G. 2006) und darauf geachtet, dass die Proben weder durch Blut noch Speichel 
kontaminiert wurden. Diese Methode zur Entnahme kartiöser Zahnhartszbstanz wurde bereits 
im Rahmen anderer Untersuchungen angewendet (Bönecker M. 2003). 
Die kariösen Läsionen lagen bei allen Patienten im Bereich der Schmelz-Dentin-Grenze, bzw. 
der 1. Hälfte des Dentinkörpers (Caries media), nie jedoch im Bereich des pulpennahen 
Dentins. Die so erhaltenen Dentinspäne wurden in 1,5 ml-Microtube-Gefäße mit 1 ml Brain-
Heart-Infusion-Bouillon überführt und sofort zur Anzucht gebracht. 
Dazu wurde jede Probe 30 Sekunden mittels Vibrationsschüttler gemischt und danach je 
100 l der Originalsuspension sowie der 10-1,10-2 und 10-3 -Verdünnungen auf Schaf-Blut-
Agar-Platten gebracht und gleichmäßig verteilt. Der restliche Anteil der Proben wurde bei  
-20 C aufbewahrt. Die Platten wurden schließlich für 48 Stunden bei 37 C inkubiert 
(Munson M.A. 2004, Lula E.C.O. 2009, Bjorndal L. 2000).  
Alle Kolonien, die makromorphologische Merkmale der Viridans-Streptokokken-Gruppe 
zeigten, wurden für die weitere Untersuchung isoliert.  
4.3 Ablauf der RapidID-32Strep-Untersuchung 
Die Subkulturen wurden mit einem sterilen Wattetupfer aufgenommen und in 
API- Suspensionsmedium (3 ml NaCl 0,85 %) überführt. Dabei wurde darauf geachtet, dass 
die optische Dichte der des McFarland - Standards Nr. 4 (550 nm) entsprach. Diese Trübung 
ist mittelwertig mit einer Bakteriendichte von 12 x 10
8
  je ml in der Lösung gleichzusetzen. 
Mit diesen Suspensionen wurden RapidID-32Strep-Teststreifen beimpft und für 4 h bei 37 C 
inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe der API-Reagenzien VPA, VPB, FB und NIN zu den 
entsprechenden Reaktionen auf dem Teststreifen. Nach 5-minütiger Einwirkzeit konnten 
schließlich, durch maschinelle Auswertung der Farbreaktionen, die Testergebnisse abgelesen 
werden.  
 
4.4 MALDI-TOF-MS-Analyse 
4.4.1 Probenvorbereitung 
Alle mittels RapidID-32Strep identifizierten zum Genus Streptococcus gehörenden Stämme 
wurden mittels MALDI-TOF-MS-Analyse untersucht. Jeder Stamm wurde dazu auf 
Columbia-Agar-Platten für 24 Stunden bei 37 C inkubiert. Anschließend wurde die Hälfte 
der auf den Platten gewachsenen Kolonien in 1 ml Reinstwasser überführt, 10 Sekunden mit 
dem Vibrationsschüttler gemischt und für 15 Minuten bei 8500 x g zentrifugiert. Der 
Überstand wurde danach verworfen. Das erhaltene Sediment wurde erneut in 1 ml 
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Reinstwasser aufgenommen (10 sec Vortex-Mischer) und wieder 15 min bei 8500 x g 
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde nochmals wiederholt. Zum Schluss erfolgte die Zugabe 
von 50 l TFA (80 %) sowie 150 l Reinstwasser und 200 l ACN nach 10 min Einwirkzeit. 
Am Ende dieses Vorgangs stand so jeder Stamm in doppeltem Ansatz für die MALDI-TOF-
MS-Analyse zur Verfügung. Nachdem die Proben erneut mit dem Vibrationsschüttler 
gemischt und bei 13000 x g für 2 min zentrifugiert worden waren, wurden sie in der 
Vakuumzentrifuge zur Trocknung evaporiert. Das so entstandene Pellet wurde anschließend 
in 20 l eines 1:1-Gemisches aus TFA (5 %) und 50 % ACN gelöst. 1 µl dieser Suspension 
konnte dann auf die MALDI-TOF-MS-Edelstahl-Trägerplatte aufgetragen werden und nach 
10 min Trocknungszeit mit 1 µl gesättigter Matrix-Lösung (- Cyano-4-hydroxyzimtsäure 
in 2,5 % TFA/ 50 % ACN) überschichtet werden. Für die Spektrenmessung jedes Stammes 
wurden von beiden Parallelansätzen je 5 Spots aufgetragen. Dieses Protokoll wurde bereits im 
Rahmen anderer Untersuchungen erfolgreich verwendet (Rupf S. 2005, Stingu C.S. 2008b). 
4.4.2 Messung 
Die Messung der Spektren fand mit Hilfe des Programms Flex Control statt. Es wurde stets 
die Methode „LP2-20Da-TomAuto.par“ verwendet, die Messungen zwischen m/z 2000 und 
20 000 ermöglichte. Zunächst erfolgte die Kalibrierung mittels Messung von 
E. coli-Standard-Spots. Das erhaltene E.coli Summenspektrum wurde im Anschluss mit 
Messwerten einer Eichliste („E.coli DH 5  Standard“) verglichen. Nach der Eichung ist im 
Programm Flex Control die automatische Messung aller aufgetragenen Spots möglich. 
Pro Spot wurden jeweils 500 Schuss des Lasers aufsummiert, der mit einer Frequenz von 50 
Hz und einer Laser Power von 35 % arbeitete. Daraus ergab sich je Spot ein 
Summenspektrum. 
4.4.3 Spektrenauswertung 
Im Programm Flex Analysis wurden aus den Summenspektren automatisch Peaklisten 
(Masse/ Ladungs- Werte mit den dazugehörigen relativen Intensitäten) mit einer maximalen 
Anzahl von 60 Peaks, Signal-Rausch-Verhältnis von 6, einer Peakbreite von 0,1 sowie der 
prozentualen Peakhöhe von 80 % generiert. Für die Gewinnung der Peaklisten wurden für 
jede Probe, ausgehend von den zwei Parallelansätzen, zwei repräsentative Spektren 
(Bezeichnung a und b) ausgewählt. Die Peaklisten dienten als Eingabe für die von Herrn Prof. 
Schellenberger (Institut für Biochemie, Universität Leipzig) geschriebenen 
Analyseprogramme (Mat Lab 7.3). 
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Herr Prof. Eschrich (Institut für Biochemie, Universität Leipzig) führte freundlicherweise die 
Speziesidentifizierung mittels einer Ähnlichkeitsanalyse zwischen den Peakmassenlisten der 
Proben mit denen bekannter Bakterienspezies durch. 
Um übereinstimmende Peaks verschiedener Spektren zu identifizieren, wurde um jeden 
einzelnen Peak ein Masse-Fenster festgelegt, dass die Abweichungen der Massen 
berücksichtigt, die identischen Peaks in unterschiedlichen Spektren zugeschrieben werden. 
Die Größe des Fensters ist masseabhängig und wird nach der Formel  
 
 berechnet (Rupf S. 2005). 
In den meisten Fällen wurde die absolute Größe auf 1 Da und die relative Größe auf 1.001 
festgelegt (Stingu C.S. 2008b). Peaks verschiedener Spektren, die Zugehörigkeit zu einem 
Fenster zeigten, wurden einem „Cluster“ zugeordnet. 
Die Ähnlichkeit zweier Spektren wurde durch einen Vergleich ermittelt, der paarweise die 
Auszählung der Anzahl der Cluster, denen sie zuzuordnen sind, beinhaltet. Zur Identifizierung 
der unbekannten Spezies wurden deren Peaklisten paarweise mit Peaklisten von 
Streptokokkenspezies aus einer Datenbank („VS-database“), die am Institut für Biochemie in 
Zusammenarbeit mit dem Institut für Mikrobiologie in früheren Studien (Rupf S. 2005, Stingu 
C.S. 2008b) erstellt wurde, verglichen. Das Programm zeigt nach der Ähnlichkeitsanalyse an, 
mit welchen Referenzen die größten Übereinstimmungen bestehen. 
Dies beruht auf einer Ähnlichkeitsmatrix , die Peakmassen sowie Unterschiede der 
Peakintensitäten berücksichtigt. Diese wurde nach folgender Formel errechnet:  
 
i, j… Proben, k…Cluster 
Intensität des Peaks i in Spektrum k  
Daraus wurden Distanzmatrices abgeleitet, nach der Formel: 
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Die Distanzmatrix wird nach dem „simple matching“ Verfahren erstellt.  
dSM =    
a… gemeinsame Anzahl an Peakmassen 
b... Anzahl singulärer Peakmassen des Stammes A 
c… Anzahl singulärer Peakmassen des Stammes B  
d… Anzahl der Peakmassen, 
die weder in Stamm A noch in Stamm B, aber in der Gesamtheit untersuchter Spektren 
vorkommen (bleibt beim paarweisen Vergleich unberücksichtigt). 
Diese Distanzmatrix wurde mit „agglomerative hirarchical clustering“ Algorithmen und unter 
Verwendung von „complete linkage“ analysiert. Die Intensitäten der Cluster zugeordneten 
Peaks wurden durch Mittelung über alle Referenzstämme berechnet (Zentroid-Spektrum). 
Die unbekannten Isolate wurden der Bakterienart zugeordnet, deren Zentroid den höchsten 
„simple matching“-Koeffizienten aufwies. Die Peakintensitäten der Spektren wurden 
logarithmisch transformiert und die Basislinie unter Verwendung des 
Loess-Glättungskoeffizienten angepasst (Rupf S. 2005). So können sie auch grafisch 
dargestellt werden. Da die Ähnlichkeit zwischen den Spektren von S. oralis und S. mitis sehr 
groß ist, wurde für deren Differenzierung ein Klassifizierungsalgorithmus (SVM = „support 
vector machine“) (Friedrichs C. 2007) verwendet. 
4.5 DNA-Analyse 
4.5.1  DNA-Extraktion 
Die DNA-Extraktion erfolgte mit Hilfe des DNeasy Blood&Tissue-Kits (Qiagen GmbH, 
Deutschland) nach dem Protokoll für gram-positive Bakterien. Die bei -20 C aufbewahrten 
Proben wurden aufgetaut und 30 sec mit dem Vibrationsschüttler gemischt. Anschließend 
wurden 500 l der Bouillon und ein Teil der Dentinspäne mit 180 l Lysozym für 30 min bei 
37 C im Thermomixer inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von 25 l Proteinase K und 
200 l Puffer AL. Dieses Gemisch wurde bei 56 C erneut im Thermomixer inkubiert. 
Nachdem die extrahierte DNA-Menge anfänglich zu gering war und keine PCR-Produkte 
nachweisbar waren, wurde die Inkubationszeit mit Proteinase K auf 2 h verlängert. Auch im 
Rahmen anderer Untersuchungen wurde auf ähnliche Weise vom ursprünglichen Qiagen-
Protokoll abgewichen (Bönecker M. 2003, Leys E.J. 1994). 
4. Methoden 
  
 - 23 -  
Nach kurzem Zentrifugieren erfolgte die Zugabe von 200 l Ethanol. Die gesamte Flüssigkeit 
wurde dann in DNeasy-Spin-Säule überführt, zentrifugiert (1 min bei 8000 U/min) und erneut 
in ein neues Röhrchen überführt. Dieser Vorgang wurde nach Zugabe von 500 l AW 1 
Puffer und 500 l AW 2 wiederholt. Um den gesamten Puffer AW 2 aus der Säule zu 
entfernen, wurden die Proben 3 min bei 13000 U/min und nochmals 1 min bei 13000 U/min 
zentrifugiert und abschließend mit 100 l AE-Puffer versetzt. Unter Abwandlung des 
Protokolls wurden diese 100 l nach dem Zentrifugieren erneut in die Säule pipettiert, um 
auch eventuell im Vlies verbliebene DNA in Lösung zu bringen. Der erhaltene Extrakt konnte 
dann in einem Eppendorfbecher bis zur Weiterverwendung bei -20 C aufbewahrt werden. 
4.5.2 PCR 
Es wurden speziesspezifische-PCRs für S. oralis (Hoshino T. 2004), S. mitis, S. mutans, S. 
parasanguinis, S. sanguinis, S. salivarius, S. gordonii (Garnier F. 1991), S. constellatus, S. 
intermedius und S. anginosus (Takao A. 2004) für jede Patientenprobe durchgeführt.  
Die Nukleotidsequenzen der einzelnen Primer sind im Anhang aufgeführt (Anhang IV.). Dort 
ist außerdem die exakte Zusammensetzung der Mastermixe für die jeweiligen PCRs zu 
finden, ebenso wie die individuellen Einstellungen des verwendeten Thermocyclers (Anhang 
V). Jede PCR wurde stets auch für eine eindeutig positive (jeweiliger DSM-Stamm) und eine 
eindeutig negative Probe (Reinstwasser) ausgeführt, um den korrekten Ablauf sicher zu 
stellen.  
 
4.5.3 Auswertung 
Für die Auswertung der PCR-Ergebnisse wurden 1,3 %-Agarosegele verwendet. 
Jeweils 10 µl des PCR-Produkts sowie der Positiv- und Negativkontrolle wurden mit 
Bromthymolblau vermischt und in Geltaschen eingebracht. Daneben wurde ein DNA-
Größenstandard (100 bp DNA-Ladder) aufgetragen, um die Größe der PCR-Produkte 
beurteilen zu können. Nach 1 h Elektrophorese bei 100 V und 1 h im Ethidiumbromidbad 
(10 mg/ 10 ml- Lösung), konnte das Bandenmuster in der UV-Kammer ausgewertet werden. 
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4.6 DNA-Sequenzierung  
In den Fällen, bei denen die Ergebnisse der vorangegangenen drei Untersuchungsmethoden 
nicht überein stimmten, wurde eine DNA-Analyse der Bakterienstämme vorgenommen.  
Dazu wurde ein 300 Basenpaare umfassendes Fragment des 16S-rDNA-Gens amplifiziert und 
sequenziert. Dabei fanden die Primer 609V (5´-GGATTAGATACCCBDGTA-3´) und 699R 
(5´-DGGGTTGCGCTCGTTRC-3´) Verwendung. Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der 
Kettenabbruch-Methode durch Einsatz von 2´, 3´-Didesoxynukleotiden (Sanger F. 1977). Die 
elektrophoretische Auftrennung der Fragmente und das Lesen der Sequenzen fanden 
anschließend im IZKF Leipzig (Medizinische Fakultät) statt.  
 
4.7 Statistische Auswertung 
Zur statistischen Auswertung der Untersuchungsergebnisse wurde der zweiseitige Fisher-Test 
herangezogen. So wurde die Signifikanz (p) des Auftretens der einzelnen 
Streptokokkenspezies in Zusammenhang mit dem Vorkommen von S. mutans untersucht. 
Das Feld der Probanden wurde in folgende Untersuchungsgruppen eingeteilt: Raucher, 
Nichtraucher, männliche Probanden, weibliche Probanden, Probanden mit einem 
überdurchschnittlich hohen DMF-T-Index und solche, bei denen der DMF-T unterhalb des 
Durchschnittswertes der Deutschen Mundgesundheitsstudie IV von 14,5 liegt. Dann wurde 
untersucht, ob diese Merkmale mit dem Vorkommen einzelner Streptokokkenspezies 
verbunden sind. Die Berechnung der Signifikanz p erfolgte mit Hilfe von Kontingenztabellen 
und der Internetseite www.graphpad.com. Hier wird die Methode des Summierens kleiner p-
Werte genutzt. 
 
 Ergebnis 1 Ergebnis 2 
Gruppe 1 A B 
Gruppe 2 C D 
 
Die p-Werte liegen in einem Bereich zwischen 0 und 1. Ist der p-Wert klein, kann man einen 
statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen den Variablen in den Spalten und Zeilen 
der Kontigenztabellen abnehmen.
p-Wert  
> 0,05 = nicht signifikant 
0,01-0,05 = signifikant  
0,001-0,01 = sehr signifikant 
< 0,001 = extrem signifikant 
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5 Ergebnisse  
5.1 Klinische Daten der Untersuchung 
Für die Untersuchung wurden von 27 Patienten Dentinproben entnommen. 
Das durchschnittliche Alter der Patienten betrug 41 Jahre. Die Untersuchungsgruppe bestand 
zu 55,5 % aus männlichen Probanden und zu 44 % aus Rauchern. Der DMF-T-Index der 
untersuchten Patienten betrug durchschnittlich 12,5. 
Im Folgenden sind die zusammengetragenen Informationen für jeden der 27 Probanden 
aufgeführt (Tabelle 4). 
 
Tabelle 4: Patientendaten 
Probe Alter 
(Jahre) 
Geschlecht Tabakkonsum       Zahn Flächen der 
Kavität 
DMF-T 
 
1 22 Weiblich Raucher 3 o 9 
2 25 Weiblich Raucher 18 mod 7 
3 60 männlich Raucher 35 od 12 
4p1 38 männlich Raucher 12 dbl 16 
4p2 38 männlich Raucher 17 b 16 
5 66 männlich Nichtraucher 21 b 21 
6 41 Weiblich Raucher 25 od 21 
7 18 Weiblich Nichtraucher 36 modb 2 
8 31 männlich Nichtraucher 12 db 21 
9 24 männlich Nichtraucher 18 o 1 
10 67 Weiblich Nichtraucher 47 modb 20 
11 45 Weiblich Nichtraucher 16 modb 11 
12 56 männlich Nichtraucher 47 mo 17 
13 33 männlich Raucher 16 odp 15 
14p1 68 Weiblich Nichtraucher 46 dp 17 
14p2 68 Weiblich Nichtraucher 45 b 17 
15 23 männlich Raucher 16 od 12 
16 22 Weiblich Raucher 18 o 10 
17 44 männlich Nichtraucher 44 mo 11 
18 48 männlich Raucher 37 ob 11 
19 22 männlich Raucher 46 odb 9 
20 22 Weiblich Nichtraucher 17 o 4 
21 22 männlich Nichtraucher 23 dp 14 
22 52 männlich Nichtraucher 43 bd 20 
23 42 Weiblich Raucher 35 l 15 
24 55 Weiblich Nichtraucher 48 ob 7 
25 85 männlich Nichtraucher 35 od 13 
26 47 männlich Nichtraucher 43 mbl 20 
27 23 Weiblich Raucher 37 b 3 
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FDI-Zahnschema 
Oberkiefer rechts                                               1  2                                                 Oberkiefer links 
8 7 6 5 4 3 2 1 1 2 3 4 5 6 7 8 
8 7 6 5 4 3 2 1 1 2 3 4 5 6 7 8 
Unterkiefer rechts                                             4  3                                                Unterkiefer links 
1, 2 = Inzisiven 
3 = Caninus 
4, 5 = Prämolaren 
6, 7, 8 = Molaren   
Bei den Patienten mit der Probandennummer 4 und 14 wurden jeweils zwei Proben von zwei 
verschiedenen kariösen Läsionen entnommen. Die unterschiedlichen Entnahmestellen wurden 
durch den Nachtrag „-p1“ und „-p2“ gekennzeichnet. 
Bei der Auswertung der Ergebnisse aller drei angewendeten Untersuchungsmethoden 
innerhalb dieser Arbeit ergaben sich keine signifikanten Unterschiede bezüglich des 
Vorkommens der einzelnen Streptokokken-Spezies zwischen Raucher- und Nichtraucher-
Proben oder den Proben von männlichen und weiblichen Patienten. Das Gleiche gilt für die 
Patienten mit überdurchschnittlich hohem DMF-T und solche, bei denen der DMF-T unter 
dem Durchschnittswert von 14,5 (Micheelis W. 2006) lag. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
o…. okklusal 
b…. bukkal 
l…. lingual 
p… palatinal 
m… mesial 
d… distal 
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5.2 Identifizierung oraler Streptokokken mittels RapidID-32Strep 
Aus den 27 Patientenproben wurden 107 Stämme oraler Streptokokken isoliert und mittels 
biochemischer Nachweisreaktion des RapidID-32Strep-Systems identifiziert (Abbildung 6). 
Pro Dentinprobe konnten durchschnittlich 2,7 verschiedene Stämme identifiziert werden 
(Tabelle 5). 
Tabelle 5: Darstellung der nach Kultivierung mit RapidID-32Strep nachgewiesenen 
Spezies mit der durch das System angegebenen Wahrscheinlichkeit der korrekten 
Identifizierung 
Probe Ergebnis RapidID-32Strep (nachgewiesene Spezies und prozentuale Wahrscheinlichkeit)  
1   S. gordonii (99%), S. mitis (78%)/ S. oralis (20%) 
2  S. oralis (100%), S. gordonii (99%), S. parasanguinis (98%) 
3  S. mitis (89%), S. sanguinis (88%) 
4 S. oralis (99%) ,S. parasanguinis (92%), S. mitis (91%)/ S. sanguinis (37%) 
5  S. sanguinis (98%), S. oralis (97%)/S. mitis (45%), S. parasanguinis (85%)/ S. gordonii (74%)  
6  S. mitis (85%),/ S. sanguinis (12%), S. oralis (81%) 
7 keine oralen Streptokokken nachweisbar 
8  S. oralis (98%)/ S. mitis (20%) 
9  S. oralis (90%); S. mitis (86%), S. sanguinis (64%)/ S. parasanguinis (20%) ,S. constellatus (63%)/ S. anginosus (28%)  
10  S. oralis (99%), S. mitis (92%) 
11  S. oralis (98%); S. sanguinis (98%) 
12  S. mitis (97%), S. gordonii (97%), S. oralis (92%) 
13  S. oralis (96%) 
14 S. oralis (97%), S. mitis (89%) /S. oralis (11%), S. parasanguinis (96%)  
15  S. oralis (100%), S. parasanguinis (98%), S. gordonii (93%) 
16  S. oralis (92%), S. parasanguinis (94%)  
17  S. mitis (94%), S. oralis (93%)  
18  S. sanguinis (100%), S. parasanguinis (97%), S. mitis (98%), S. oralis (90%)  
19  S. oralis (99%), S. gordonii (58%)/ S. parasanguinis (40%) 
20  S. oralis (99%,) S. mitis (98%), S. sanguinis (75%) 
21  S. anginosus (98%), S. mitis (91%) 
22  S. gordonii (58%)/ S. parasanguinis (40%) 
23  S. oralis (99%), S. mitis (88%) 
24  S. oralis (99%) S. sanguinis (93%) 
25  S. oralis (99%) 
26  S. sanguinis (99%), S. oralis (98%), S. mitis (86%)  
27  S. oralis (99%), S. constellatus (83%)/ S. anginosus (17%) 
Insgesamt waren 7 verschiedene Spezies nachweisbar (Abbildung 5). 
S. oralis
37%
S. mitis
21%
S. gordonii
11%
S. sanguinis
14%
S. parasanguinis
11%
S. anginosus
4%
S. constellatus
2%
 
Abbildung 5: Diagramm zur Darstellung der Ergebnisse der Identifizierung oraler 
Streptokokken mittels RapidID-32Strep in % der Proben mit Nachweis 
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In 93 % der Proben konnten Vertreter der Mitis-Gruppe nachgewiesen werden, in insgesamt 
67 % waren Streptokokken zu finden, die zur Sanguinis-Gruppe gehören und in 11 % waren 
Angehörige der Anginosus-Gruppe vertreten (Tabelle 6).  
 
Tabelle 6: Ergebnisse der Identifizierung oraler Streptokokken mittels RapidID-32Strep 
nach Kultivierung (Angabe numerisch und prozentual) in 27 Patientenproben 
orale Streptokokken Nachweis mittels 
Kultivierung und Rapid-ID-32-Strep 
in 27 Patientenproben 
n % der Proben mit 
Nachweis 
Mitis-Gruppe 25 93 
S. oralis 19 70 
S. mitis 11 41 
Sanguinis-Gruppe 18 67 
S. gordonii 6 22 
S. sanguinis 7 26 
S. parasanguinis 6 22 
Anginosus-Gruppe 3 11 
S. anginosus 2 7 
S. intermedius 0 0 
S. constellatus 1 4 
Mutans-Gruppe 0 0 
S. mutans 0 0 
Salivarius-Gruppe 0 0 
S. salivarius 0 0 
n…Anzahl der Patientenproben, %...prozentualer Anteil der Patientenproben  
Vertreter der Spezies S. salivarius, S. mutans oder S. intermedius wurden nicht nachgewiesen. 
Im Fall von Subkultur 11e wurde mittels RapidID-32Strep Leuc. nachgewiesen, per MALDI-
TOF-MS-Analyse und PCR konnte jedoch eindeutig S. gordonii identifiziert werden. Die 
Subkultur 6a wurde durch das RapidID-32Strep-System ebenfalls als Leuconostoc bezeichnet. 
Hier wies der Vergleich mit der MALDI-TOF-MS-Datenbank jedoch S. sanguinis nach. 5a, 
13e und 25a hingegen wurden durch beide Nachweismethoden als nicht zur Gruppe der oralen 
Streptokokken zugehörig erkannt. 
Zehn Subkulturen konnten nicht eindeutig zu den Gruppen Mitis oder Sanguinis zugeordnet 
werden (z. B.: 4p1f, 6b, 15c, 20c).  
Im Fall von 18 Subkulturen konnte das RapidID-32Strep-System nicht zwischen 
S. mitis und S. oralis unterscheiden. Dann gab das System beide Spezies mit etwa gleich 
hoher Wahrscheinlichkeit als in der Subkultur enthalten an. Ein Beispiel dafür ist Subkultur 
12f (Abbildung 6). Hier wurde mittels RapidID-32Strep-Untersuchung S. oralis mit 39 % 
Wahrscheinlichkeit und S. mitis mit 50 % Wahrscheinlichkeit identifiziert. 
Die Unterscheidung zwischen S. gordonii, S. sanguinis und S. parasanguinis fiel im Fall der 
Subkulturen 9e, 14p1b, 19a nicht eindeutig aus. 
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Abbildung 6: RapidID-32Strep-Ergebnis der Subkulturen 12f und 21b 
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5.3 Identifizierung oraler Streptokokken mittels MALDI-TOF-MS-Analyse 
Für alle 107 Stämme, die aus den Patientenproben isoliert und mit dem RapidID-32Strep-
System identifiziert werden konnten, wurden Massenspektren aufgenommen (ausgewählte 
Beispiele in Abbildung 7) und mit der VS-Datenbank verglichen. 
 
S. gordonii (Stamm 2E) 
 
 
S. oralis (Stamm 9F) 
 
S. mitis (Stamm12B)  
 
 
S. parasanguinis (Stamm 4p1A) 
 
Abbildung 7: ausgewählte Spektren oraler Streptokokken 
 
Durchschnittlich konnten 2,2 verschiedene Stämme pro Patientenprobe nachgewiesen werden 
(Tabelle 7).  
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Tabelle 7: Darstellung der mittels MALDI-TOF-MS nach Kultivierung erfolgreich 
identifizierten Spezies  
Probe MALDI-TOF-MS (nachgewiesene Spezies) 
1 S. mitis, S. gordonii 
2 S. oralis, S. gordonii 
3 S. sanguinis 
4 S. oralis, S. parasanguinis, S. sanguinis 
5 S. oralis, S. gordonii 
6 S. oralis, S. sanguinis 
7 keine oralen Streptokokken nachweisbar 
8 S. oralis, S. mitis 
9 S. oralis, S. parasanguinis, S. constellatus/ S. anginosus 
10 S. oralis 
11 S. oralis, S. sanguinis, S. gordonii 
12 S. oralis, S. mitis, S. gordonii 
13 S. oralis, S. mitis 
14 S. oralis, S. mitis, S. gordonii, S. parasanguinis 
15 S. oralis, S. gordonii, S. parasanguinis 
16 S. oralis, S. mitis, S. gordonii 
17 S. oralis 
18 S.oralis, S.mitis, S.gordonii 
19 S.oralis, S.gordonii 
20 S.oralis, S.mitis, S.sanguinis 
21 S. mitis, S. anginosus 
22 S. gordonii 
23 S. oralis, S. mitis 
24 S. oralis, S. gordonii 
25 S. oralis 
26 S. mitis, S. gordonii, S. sanguinis  
27 S. oralis, S. anginosus 
Insgesamt wurden mit der MALDI-TOF-MS-Analyse 6 verschiedene Spezies oraler 
Streptokokken erkannt (Abbildung 8). 
S. oralis
78%
S. mitis
41%
S. gordonii
48%
S. sanguinis
26%
S. parasanguinis
15%
S. anginosus
7%
 
n…Anzahl der Patientenproben 
Abbildung 8: Diagramm zur Darstellung der Ergebnisse der Identifizierung oraler 
Streptokokken mittels MALDI-TOF-MS  
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89 % der untersuchten Stämme gehören zur Mitis-Gruppe, 67 % zur Sanguinis-Gruppe. S. 
oralis stellte insgesamt 78 % der angezüchteten Stämme, S. gordonii 48 % (Tabelle 8).  
 
Tabelle 8: Ergebnisse der Identifizierung oraler Streptokokken mittels MALDI-TOF-
MS-Analyse (Angabe numerisch und prozentual) in 27 Patientenproben nach 
Kultivierung 
orale 
Streptokokken 
Nachweis mittels Kultivierung 
und MALDI-TOF-MS-Analyse 
in 27 Patientenproben 
N % der 
Proben mit 
Nachweis 
Mitis-Gruppe 24 89 
S. oralis 21 78 
S. mitis 11 41 
Sanguinis-Gruppe 18 67 
S. gordonii 13 48 
S. sanguinis 7 26 
S. parasanguinis 4 15 
Anginosus-Gruppe 3 11 
S. anginosus 2 7 
S. intermedius 0 0 
S. constellatus 0 0 
Mutans-Gruppe 0 0 
S. mutans 0 0 
Salivarius-Gruppe 0 0 
S. salivarius 0 0 
n…Anzahl der Patientenproben, %...prozentualer Anteil der Patientenproben 
Bei 11 der 27 Proben (Subkulturen 1d, 8d, 12a, 13a, 14p2b, 16a, 18b, 20b, 21a, 23a, 26a) 
wurde S. mitis, bei 26 % der Proben S. sanguinis und bei 15 % S. parasanguinis 
nachgewiesen. In zwei Fällen wurde S. anginosus identifiziert. 
Drei von 107 Subkulturen konnten keiner Streptokokkenspezies eindeutig zugeordnet werden. 
Bei Subkultur 6a war S. sanguinis nicht eindeutig nachweisbar, während bei Subkultur 9d 
nicht zwischen S. anginosus und S. constellatus unterschieden werden konnte. Das Spektrum 
des Stammes 24g hingegen, zeigte Übereinstimmungen mit Vergleichsspektren von S. 
gordonii, S. oralis und S. constellatus. Weder S. salivarius, noch S. mutans, S. constellatus 
und S. intermedius wurden identifiziert. Alle Stämme, die nicht zur Gruppe der Viridans-
Streptokokken zählen, wurden als artfremd erkannt. 
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5.4 Identifizierung oraler Streptokokken mittels PCR 
Die DNA-Analyse mittels speziesspezifischen PCRs, welche mittels direkt aus den 
Dentinspanproben in BHI-Bouillon entnommenem Material durchgeführt wurden, wies 
durchschnittlich 3,7 unterschiedliche Stämme je Patientenprobe nach (Tabelle 9). Insgesamt 
wurden zehn Spezies oraler Streptokokken identifiziert (Abbildung 9). Für vier Proben ergab 
keine der durchgeführten speziesspezifischen PCRs ein positives Ergebnis. 
Tabelle 9: Darstellung der mit PCR identifizierten Spezies  
Probe   PCR (nachgewiesene Spezies) 
1 S. oralis, S. mitis,S. gordonii,S. anginosus 
2 S.oralis, S.gordonii,  S.mutans, S. salivarius, S. intermedius, S. anginous 
3 kein positives Ergebnis 
4 S. oralis, S. salivarius, S. gordonii 
5 S. oralis, S. gordonii, S. mutans, S. anginosus 
6 S. oralis, S. gordonii 
7 kein positives Ergebnis 
8 S. oralis, S. mitis, S. mutans, S. gordonii, S. anginosus 
9 S. oralis, S. mitis, S. parasanguinis, S. constellatus, S. anginosus, S. mutans, S. gordonii, 
S. sanguinis, S. salivarius, S.  intermedius  
10 kein positives Ergebnis 
11 S. oralis, S. mutans, S. gordonii 
12 S. gordonii 
13 S. oralis, S. mitis, S. mutans, S. gordonii, S. anginosus, S. salivarius, 
14 S. oralis, S. gordonii, S. sanguinis 
15 kein positives Ergebnis 
16 S. oralis, S. gordonii, S. anginosus 
17 S. oralis, S. mitis, S. mutans, S. gordonii, S. anginosus, S. parasanguinis, S. salivarius 
18 S. oralis, S. mitis,  S. gordonii, S. sanguinis, S. salivarius,S. anginosus 
19 S. oralis, S. mitis, S. mutans, S. gordonii, S. anginosus, S. parasanguinis, S. sanguinis, S. 
salivarius 
20 S. oralis, S. mutans, S. gordonii, S. intermedius 
21 S. mitis, S. mutans, S. gordonii, S. anginosus 
22 S. mutans, S. gordonii, S. anginosus 
23 S. oralis, S. mitis, S. gordonii, S. anginosus, S. constellatus 
24 S. gordonii, S. intermedius 
25 S. oralis, S. mitis, S. gordonii, S. salivarius 
26 S .salivarius, S. sanguinis, S. gordonii, S. angiosus 
27 S. oralis, S.  mitis, S. salivarius, S. anginosus 
 
n…Anzahl der Patientenproben 
Abbildung 9: Diagramm zur Darstellung der Ergebnisse der Identifizierung oraler 
Streptokokken mittels PCR 
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Tabelle 10: Ergebnisse der Identifizierung oraler Streptokokken mittels PCR-Analyse 
(Angabe numerisch und prozentual) in 27 Patientenproben 
orale Streptokokken Nachweis mittels PCR  
in 27 Patientenproben 
n % der Proben mit 
Nachweis 
Mitis-Gruppe 19 70 
S. oralis 17 63 
S. mitis 10 37 
Sanguinis-Gruppe 23 85 
S. gordonii 21 78 
S. sanguinis 8 30 
S. parasanguinis 4 15 
Anginosus-Gruppe 15 56 
S. anginosus 13 48 
S. intermedius 4 15 
S. constellatus 2 7 
Mutans-Gruppe 12 44 
S. mutans 12 44 
Salivarius-Gruppe 10 37 
S. salivarius 10 37 
n…Anzahl der Patientenprobe, %...Anzahl der Patientenproben  
Die speziesspezifischen PCRs (Beispiel siehe Abbildung 10) ergaben für 78 % der 
Dentinproben ein positives Ergebnis für S. gordonii, in 67 % der Proben waren sie für S. 
oralis positiv, für S. anginosus zu 48 %. In 12 der 27 Proben wurde S. mutans nachgewiesen. 
10 Stämme wurden als S. salivarius identifiziert (Tabelle 10). Während S. sanguinis in acht 
Proben enthalten war, konnten S. intermedius und S. parasanguinis jeweils in 15 % der 
Proben identifiziert werden, S. constellatus in zwei der 29 Proben. 
 
 
250 bp 
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L…Leerkontrolle S: DNA-Längenstandard100 bp DNA-Ladder (Invitrogen) 
1-27…Patientenprobe 
Abbildung 10: Darstellung der Produkte der speziesspezifischen PCR für S. gordonii für 
27 Patientenproben 
Mit Hilfe des zweiseitigen Fisher-Tests wurde die Signifikanz des Auftretens der einzelnen 
Streptokokkenspezies in Zusammenhang mit dem Vorkommen von S. mutans untersucht. 
Dabei konnte eine signifikante Anzahl an S. anginosus in jenen Proben nachgewiesen werden, 
in denen auch S. mutans vertreten war (p= 0,0213) (Tabelle 11). 
 
Tabelle 11: Signifikanz des Vorkommens verschiedener Streptokokkenspezies in 
Zusammenhang mit dem Nachweis von S. mutans mittels PCR  
orale Streptokokken p (x²) 
  
Mitis-Gruppe  
S. oralis 0,6828 
S. mitis 0,2566 
Sanguinis-Gruppe  
S. gordonii 0,047 
S. sanguinis 1 
S. parasanguinis 0,2940 
Anginosus-Gruppe  
S. anginosus 0,0213 
S. intermedius 0,2940 
S. constellatus 1 
Salivarius-Gruppe  
S. salivarius 0,2566 
 p…Signifikanz des Auftretens verschiedener Streptkokkenspezies in Zusammenhang mit 
dem Vorkommen von S. mutans. 
 
 
 
250 bp 
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5.5 Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der drei Untersuchungsmethoden 
In den Tabellen 12 und 13 sowie Abbildung 8 und Abbildung 9 sind die mit Hilfe der drei 
untersuchten Methoden identifizierten Spezies oraler Streptokokken aufgezeigt. Für die 
Auswertung wurden nur die Streptokokken aufgeführt, die vom RapidID-32Strep-System mit 
sehr hoher Wahrscheinlichkeit angegeben wurden. 
0 5 10 15 20 25
S. salivarius
S. mutans
S. constellatus
S. intermedius
S. anginosus
S. parasanguinis
S. sanguinis
S. gordonii
S. mitis
S. oralis
RAPID-ID-32Strep MALDI-TOF-MS PCR
 
0-25…Patientenproben 
Abbildung 11: Diagramm zur vergleichenden Darstellung der mit RapidID-32Strep-, 
MALDI-TOF-MS- und PCR nachgewiesenen Spezies  
0
10
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100
durschnittlich ermittelter 
prozentualer Anteil 
RAPID-ID-32Strep
MALDI-TOF-MS
PCR
 
0-100…Angaben in % 
Abbildung 12: Diagramm zur Darstellung der mittels RAPID-ID-32-Strep, MALDI-
TOF-MS und PCR nachgewiesenen Gruppen oraler Streptokokken in % der Proben 
mit Nachweis 
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Tabelle 12: Vergleich der Ergebnisse der RapidID-32Strep-, MALDI-TOF-MS- und 
PCR- Analyse (numerisch und prozentual) 
orale Streptokokken Nachweis mittels Kultivierung 
und Rapid-ID-32-Strep 
in 27 Patientenproben 
Nachweis mittels Kultivierung und 
MALDI-TOF-MS-Analyse 
in 27 Patientenproben 
Nachweis mittels PCR 
in 27 Patientenproben 
n % der Proben 
mit Nachweis 
n % der Proben 
mit Nachweis 
n % der Proben 
mit Nachweis 
Mitis-Gruppe 25 93 24 89 19 70 
S. oralis 19 70 21 78 17 63 
S. mitis 11 41 11 41 10 37 
Sanguinis-Gruppe 18 67 19 70 23 85 
S. gordonii 6 22 13 48 21 78 
S. sanguinis 7 26 7 26 8 30 
S. parasanguinis 6 22 4 15 4 15 
Anginosus-Gruppe 3 11 3 11 15 56 
S. anginosus 2 7 2 7 13 48 
S. intermedius 0 0 0 0 4 15 
S. constellatus 1 4 0 0 2 7 
Mutans-Gruppe 0 0 0 0 12 44 
S. mutans 0 0 0 0 12 44 
Salivarius-Gruppe 0 0 0 0 10 37 
S. salivarius 0 0 0 0 10 37 
n...Anzahl der Patientenproben, %...prozentualer Anteil der Patientenproben 
Tabelle 13: Darstellung der mittels Kultivierung und RapidID-32Strep, Kultivierung 
und MALDI-TOF-MS und PCR von Dentin nachgewiesenen Streptokokken-Spezies 
Probe RapidID-32Strep MALDI-TOF-MS PCR 
1 S. gordonii, S. mitis / S. oralis  S. mitis, S. gordonii S. oralis, S. mitis, S. gordonii,  
S. anginosus 
2 S. oralis, S. gordonii, 
S. parasanguinis 
S. oralis, S. gordonii S. oralis,  S. gordonii,  S. mutans, 
S. salivarius, S. intermedius, 
S. anginous 
3 S. mitis, S. sanguinis S. sanguinis kein positives Ergebnis 
4 S. oralis, S. parasanguinis, S. mitis/ S 
.sanguinis 
S. oralis, S. parasanguinis, 
S. sanguinis 
S. oralis, S. salivarius, S. gordonii 
5 S. sanguinis,  S .oralis/ S.  mitis, 
S. parasanguinis,  S. gordonii  
S. oralis, S. gordonii S. oralis, S. gordonii, S. mutans, 
S. anginosus 
6 S. mitis/ S. sanguinis, S. oralis S. oralis, S. sanguinis S. oralis, S. gordonii 
7 keine oralen Streptokokken 
nachweisbar 
keine oralen Streptokokken 
nachweisbar 
kein positives Ergebnis 
8 S. oralis/ S. mitis S. oralis, S. mitis S. oralis, S. mitis, S. mutans, 
S. gordonii, S. anginosus 
9 S. oralis, S. mitis, S. sanguinis/ 
S. parasanguinis, S. constellatus/ 
S. anginosus  
S. oralis, S. parasanguinis, 
S. constellatus/ S. anginosus 
S. oralis, S. mitis, S. parasanguinis, 
S. constellatus, S. anginosus, S. mutans, 
S. gordonii, S. sanguinis, S. salivarius, 
S.  intermedius  
10 S. oralis, S. mitis S. oralis kein positives Ergebnis 
11 S. oralis, S. sanguinis S. oralis, S. sanguinis, 
S. gordonii 
S. oralis, S. mutans, S. gordonii 
12 S. mitis,  S. gordonii, S. oralis S. oralis, S. mitis, S. gordonii S. gordonii 
13 S. oralis S. oralis, S. mitis S. oralis, S. mitis, S. mutans 
 S. gordonii, S. anginosus, S. salivarius, 
14 S. oralis, S. mitis, S. parasanguinis S. oralis, S. mitis, S. gordonii, 
S. parasanguinis 
S. oralis, S. gordonii, S. sanguinis 
15 S. oralis, S. parasanguinis, 
S. gordonii 
S. oralis, S. gordonii, S. 
parasanguinis 
kein positives Ergebnis 
16 S. oralis, S. parasanguinis  S. oralis, S. mitis, S. gordonii S. oralis, S. gordonii, S. anginosus 
17 S. mitis, S. oralis S. oralis S. oralis, S. mitis, S. mutans, 
S. gordonii, S. anginosus, 
S. parasanguinis, S. salivarius 
18 S. sanguinis, S. mitis, 
S. parasanguinis, S. oralis  
S. oralis, S. mitis, S. gordonii S. oralis, S. mitis, S. gordonii, 
S. sanguinis, S. salivarius,S. anginosus 
19 S. oralis, S. gordonii/ 
S. parasanguinis 
S. oralis, S. gordonii S. oralis, S. mitis, S. mutans 
 S. gordonii, S. anginosus, 
S. parasanguinis, S. sanguinis, 
S .salivarius 
20 S. oralis, S. mitis, S. sanguinis S. oralis, S. mitis, S. sanguinis S. oralis, S. mutans, S. gordonii, 
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S. intermedius 
21 S. anginosus, S. mitis S. mitis, S. anginosus S. mitis, S. mutans, S. gordonii, 
S. anginosus 
22 S. gordonii/ S. parasanguinis S. gordonii S. mutans, S. gordonii, S. anginosus 
23 S. oralis, S. mitis S. oralis, S. mitis S. oralis, S. mitis, S. gordonii, 
S. anginosus, S. constellatus 
24 S. oralis, S. sanguinis S. oralis, S. gordonii S. gordonii, S. intermedius 
25 S. oralis S. oralis S. oralis, S. mitis, S. gordonii, 
S. salivarius 
26 S. sanguinis, S. oralis, S. mitis  S. mitis, S. gordonii, S. sanguinis  S. salivarius, S. sanguinis, S. gordonii, 
S. angiosus 
27 S. oralis, S. constellatus/ 
S. anginosus 
S. oralis, S. anginosus S. oralis, ,S. mitis, S. salivarius, 
S. anginosus 
 
Die Spezies S. salivarius, S. intermedius und S. mutans wurden allein mittels PCR 
nachgewiesen. S. constellatus wurde auch durch das RapidID-32Strep-System erkannt, nicht 
jedoch mittels MALDI-TOF-MS identifiziert.  
Waren die Ergebnisse von PCR , MALDI-TOF-MS-Analyse und RapidID-32Strep-Test für 
einen Stamm widersprüchlich, wurden für die jeweilige Subkultur selektiv PCRs durchgeführt 
(mit Primern zur Identifizierung von S. oralis, S. mitis, S. gordonii, S. anginosus und S. 
sanguinis). So konnte in vier Fällen S. sanguinis nachgewiesen werden, außerdem in vier 
Stämmen S. gordonii. Die Stämme 6b, 12c, 12f und 14p2d wurden als S. oralis identifiziert. 
Mit Ausnahme von drei der 18 Stämme, für die selektive PCRs durchgeführt worden waren, 
wurde das Ergebnis der MALDI-TOF-MS Analyse bestätigt.  
Die PCR der Stämme 8a und 11a war für S. oralis negativ, obwohl per MALDI-TOF-MS S. 
oralis nachgewiesen wurde. Die S. anginosus-PCR für den Stamm 9d war ebenfalls negativ, 
obwohl die Sequenzierung eindeutig S. anginosus identifizierte. 
Insgesamt 13 Fälle, bei denen die Ergebnisse der drei Untersuchungsmethoden 
widersprüchlich ausfielen, wurden mittels 16S rRNA-Gensequenzierung untersucht. Vier 
Sequenzierungen ergaben das gleiche Ergebnis wie die MALDI-TOF-MS-Analyse (5a, 9e, 
14p2a, 14p2c). Im Fall von 8a wies die Sequenzierung S. mitis, die MALDI-TOF-MS-
Analyse hingegen S. oralis nach. Der Stamm 10b wurde mittels MALDI-TOF-MS-Analyse 
als S. mitis identifiziert, per Sequenzierung jedoch als S. oralis. In drei Fällen, in denen die 
DNA-Sequenzierung nicht eindeutig zwischen S. mitis, S. oralis und S. pneumoniae 
unterscheiden konnte, wurde mittels der MALDI-TOF-MS-Analyse klar eine der drei Spezies 
identifiziert. Die Stämme 9f und 10a konnten so als S. oralis, 13a als S. mitis benannt werden. 
In zwei Fällen wich die Identifizierung mittels MALDI-TOF-MS-Analyse von den restlichen 
Ergebnissen ab. Der Stamm 24d wurde per DNA-Sequenzierung als S. sinensis identifiziert, 
während die Sequenzierung von Stamm 9d, bei dem die MALDI-TOF-MS-Analyse nicht 
zwischen S. anginosus und S. constellatus unterscheiden konnte, als S. anginosus identifiziert 
wurde. 
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5.5.1 Vergleich der Ergebnisse der Identifizierung mittels MALDI-TOF-MS-
Analyse und durch das RapidID-32Strep-System 
Zum Vergleich der MALDI-TOF-MS-Analyse und der Identifizierung mittels RapidID-
32Strep wurden 107 Subkulturen herangezogen. In Abbildung 13 und Tabelle 14 sind die 
Ergebnisse der beiden Methoden gegenübergestellt.  
Tabelle 14: Vergleich der Ergebnisse der Identifizierung mittels MALDI-TOF-MS und 
dem RapidID-32Strep-System in 107 Subkulturen  
orale Streptokokken Nachweis mittels Kultivierung und Rapid-
ID-32-Strep 
in 107 Subkulturen 
Nachweis mittels Kultivierung und MALDI-
TOF-MS-Analyse 
in 107 Subkulturen 
N % N % 
Mitis-Gruppe 68 64 65 61 
S. oralis 38 36 49 46 
S. mitis 13 12 16 15 
Sanguinis-Gruppe 24 22 38 36 
S. gordonii 6 6 19 18 
S. sanguinis 8 7 15 14 
S. parasanguinis 7 7 4 4 
Anginosus-Gruppe 3 3 3 3 
S. anginosus 2 2 2 2 
S. intermedius 0 0 0 0 
S. constellatus 1 1 0 0 
Mutans-Gruppe 0 0 0 0 
S. mutans 0 0 0 0 
Salivarius-Gruppe 0 0 0 0 
S. salivarius 0 0 0 0 
n…Anzahl der Patientenproben, %...prozentualer Anteil der Patientenproben 
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
S. oralis
S. mitis
S. gordonii
S. sanguinis
S. parasanguinis
S. anginosus
S. constellatus
RAPID-ID-32Strep MALDI-TOF-MS
 
0-50….Anzahl der Subkulturen mit Nachweis 
Abbildung 13: Diagramm zur vergleichenden Darstellung der RapidID-32Strep-und 
MALDI-TOF-MS-Ergebnisse 
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Der Vergleich zeigt, dass bei der Zuordnung zur Mitis-Gruppe eine Diskrepanz von 3 n, bei 
der Zuordnung zur Sanguinis-Gruppe von 15 n vorliegt (n = Subkultur). 
Bei der Spezies-Identifizierung von S. mitis und S. parasanguinis ergab sich ebenfalls eine 
Diskrepanz von 3 n zwischen den beiden Nachweismethoden. Allerdings wurde S. mitis 
häufiger mit MADLI-TOF-MS, S. parasanguinis hingegen häufiger mittels Rapid-ID-
32Strep-Testung nachgewiesen. Fünf Subkulturen (2e, 5e, 14p2a, 16d, 18c) von insgesamt 7, 
die durch RapidID-32Strep als S. parasanguinis bezeichnet wurden, sind durch MALDI-TOF-
MS als S. gordonii identifiziert worden. Neun der insgesamt 13, durch RapidID-32Strep als S. 
mitis identifizierten Subkulturen, konnten per MALDI-TOF-MS nicht als S. mitis identifiziert 
werden. Davon erwiesen sich fünf Subkulturen (10b, 13b, 17b, 17d, 23b) als zur Spezies S. 
oralis, 4 zur Spezies S. sanguinis zugehörig (3a, 3e, 4p1d, 26b).  
Durch das MALDI-TOF-MS-Verfahren konnten sieben Subkulturen mehr als S. sanguinis 
identifiziert werden, als per RapidID-32Strep. In zwei der acht per RapidID-32Strep als S. 
sanguinis benannten Subkulturen (5a, 24g) wurden per MALDI-TOF-MS-Analyse nicht als 
zu dieser Spezies zugehörig erkannt. 
 Bei zehn Subkulturen, darunter auch 4p1g, war die Unterscheidung zwischen S. sanguinis / 
S.parasanguinis und S. oralis/ S. mitis mit RapidID-32Strep unklar. Per MALDI-TOF-MS-
Untersuchung wurden sechs Stämme davon als S. sanguinis, drei als S. oralis und zwei 
Stämme (24c, 26c) als S. gordonii identifiziert. 
Die größte Abweichungen zeigten sich beim Nachweis von S. oralis (Abweichung= 11 n) und 
S. gordonii (13 n). Beide Spezies wurden häufiger durch die MALDI-TOF-MS-Analyse 
nachgewiesen. Alle sechs Subkulturen, die per RapidID-32Strep als S. gordonii identifiziert 
wurden (1b, 2b, 5b, 12d, 15a, 22b), wurden auch per MALDI-TOF-MS dieser Spezies 
zugeordnet. 
Bei acht von 38 Subkulturen, die durch das RapidID-32Strep-System als S. oralis erkannt 
worden waren, wies die MALDI-TOF-MS-Analyse kein S. oralis nach. Es stellte sich heraus, 
dass sieben Subkulturen zur Spezies S. mitis (8d, 12a, 14p2e, 16a, 20b, 23a, 26a) gehörten, die 
Subkultur14p2 zur Spezies S. parasanguinis zählte. 
S. anginosus wurde sowohl durch das RapidID-32Strep-System als auch durch MALDI-TOF-
MS in zwei Subkulturen nachgewiesen (21b, 27a). RapidID-32Strep identifizierte Subkultur 
9d als S. constellatus, per MALDI-TOF-MS wurde diese Spezies nicht nachgewiesen.  
S. intermedius, S. mutans und S. salivarius wurden mit keiner der beiden Methoden 
nachgewiesen.  
5. Ergebnisse 
  
 - 41 -  
In den 18 Fällen, in denen RapidID-32Strep nicht zwischen S. oralis und S. mitis 
unterscheiden konnte, war die genaue Unterscheidung zwischen den beiden Spezies mittels 
MALDI-TOF-MS zweifelsfrei möglich. 
RapidID-32Strep konnte bei den Subkulturen 14p1b und 19a nicht eindeutig zwischen S. 
parasanguinis oder S. gordonii unterscheiden. Beide Stämme wurden mittels MALDI-TOF-
MS eindeutig als S. gordonii identifiziert. 
Für insgesamt elf Subkulturen war die Identifizierung mittels RapidID-32Strep unklar. Es 
erfolgte in diesen Fällen weder eine eindeutige Zuordnung zu einer Spezies noch zu einer 
Gruppe oraler Streptokokken. Per MALDI-TOF-MS-Untersuchung wurden vier dieser 
Stämme als S. sanguinis (4p1f, 4p1g, 4p1h, 20c), drei als S. oralis (6b, 24b, 24f) und vier 
Stämme (15c, 22d, 24c, 26c) als zur Spezies S. gordonii zugehörig identifiziert.  
Zwei Subkulturen (6a, 11e), die durch das RapidID-32Strep-System als nicht zur Gruppe der 
oralen Streptokokken zugehörig erkannt worden waren, wurden per MALDI-TOF-MS als S. 
gordonii identifiziert. 5a wurde durch MALDI-TOF-MS als artfremd erkannt, durch RapidID-
32Strep jedoch als S. sanguinis bezeichnet. 
Mittels MALDI-TOF-MS konnte nur im Fall der Subkulturen 9d und 24g keine eindeutige 
Identifizierung erreicht werden. Für 9d war die Unterscheidung zwischen S. anginosus und S. 
constellatus nicht eindeutig, 24g konnte keiner Gruppe oraler Streptokokken eindeutig 
zugeordnet werden. 
Tabelle 15: Übereinstimmung zwischen biochemischer und MALDI-TOF-MS-
Identifizierung oraler Streptokokken 
Rapid-ID-32Strep Anzahl der mittels RapidID-32Strep 
identifizierten Subkulturen (n) 
Übereinstimmung mit der MALDI-TOF-
MS-Identifizierung (% ) 
Mitis-Gruppe 68 95 
S. oralis 38 60 
S. mitis 13 25 
Sanguinis-Guppe 24 56 
S. sanguinis 8 40 
S. parasanguinis 7 29 
S. gordonii 6 100 
Anginosus-Guppe 3 100 
S. anginosus 2 100 
S. constellatus 1 0 
Total ø 54 
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 Die beiden mit Kultivierung verbundenen Nachweismethoden lieferten bei der vorliegenden 
Untersuchung von 107 Subkulturen zu 54 % übereinstimmende Ergebnisse (Tabelle 15). 
Bei der Zuordnung zur Sanguinis-Gruppe liegt die Übereinstimmung bei 56 %, bei der Mitis-
Gruppe bei 95 %. Beim Nachweis der Spezies S. gordonii beträgt die Übereinstimmung 100 
%. Am stärksten weichen die Ergebnisse bei der Identifizierung von S. mitis ab 
(Übereinstimmung 25 %). Hier stimmten nur vier der per RapidID-32Strep identifizierten 
Subkulturen mit den 16 durch MALDI-TOF-MS erkannten Subkulturen überein. Auch beim 
Nachweis von S. parasanguinis traten Diskrepanzen auf. Während MALDI-TOF-MS vier 
Subkulturen als zu dieser Spezies zugehörig erkannte, wurden per RapidID-32Strep sieben 
Subkulturen als S. parasanguinis bezeichnet. Davon stimmen nur zwei mit den vier per 
MALDI-TOF-MS identifizierten Subkulturen überein.  
Des weiteren wurden Sensitivität, Spezifität und Effizienz der RapidID-32Strep-
Untersuchung ermittelt. Die Berechnungen fanden für die Sanguinis- und Mitis-Gruppe sowie 
jede dazugehörige Spezies statt. Die Anginosus-Gruppe wurde nicht berücksichtigt, da ihre 
Vertreter mittels MALDI-TOF-MS nur in insgesamt drei der 107 Subkulturen nachgewiesen 
wurden und die Berechnung somit nicht aussagekräftig wäre. 
Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 dargestellt. 
0 50 100
Mitis-
Gruppe
Sanguinis-
Gruppe Effizienz
Spezifität
Sensitivität
 
0 20 40 60 80 100
S. oralis
S. mitis
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S. gordonii
S. parasanguinis
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Spezifität
Sensitivität
 
Abbildung 14: Darstellung der Sensitivität, Spezifität und Effizienz der Identifizierung 
oraler Streptokokken mittels RapidID-32Strep  
Es zeigt sich, dass die Sensitivität bei der Zuordnung zur Sanguinis-Gruppe bei 60 %, beim 
Nachweis von Vertretern der Mitis-Gruppe bei 95 % liegt. Das Rapid-ID-32Strep-System 
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weist die Spezies S. mitis mit einer Sensitivität von 25 %, S. oralis mit 59 % nach. Innerhalb 
der Sanguinis-Gruppe erfolgt die Spezies-Identifizierung mit einer Sensitivität von 32 % 
(S. gordonii) bis 50 % (S. parasanguinis). Die ermittelte Spezifität ist für die Spezies S. 
parasanguinis, S. sanguinis, S. mitis und S. oralis stets größer als 80 %, für die Identifizierung 
von S. gordonii ergab sich sogar eine Spezifität von 100 %. 
Die Effizienz des Tests lag in der vorliegenden Untersuchung für alle untersuchten Spezies 
über 90 %. 
 
5.5.2 Vergleich der Ergebnisse der mit Kultivierung verbundenen 
Nachweismethoden und der PCR-Analyse  
Der Vergleich der Ergebnisse der Untersuchung der Patientenproben mittels MALDI-TOF-
MS-Analyse nach Kultivierung und direkter PCR-Diagnostik (Abbildung 10) zeigt, dass beide 
Methoden S. mitis, S. sanguinis und S. parasanguinis in etwa gleichen Anteilen der 
Patientenproben nachwiesen (Abweichung 0,6 n). S. anginosus und S. gordonii wurden durch 
die DNA-Analyse in einem größeren Anteil der Patientenproben nachgewiesen. 
S. oralis wurde per MALDI-TOF-MS in 21, mittels PCR in 17 von 27 Patientenproben 
ermittelt. Bei vier der 27 Proben ergaben alle elf durchgeführten PCRs mit Dentin kein 
Produkt. Bei einer davon wurden auch per Kultivierung mit anschließender RapidID-32Strep- 
und MALDI-TOF-MS-Untersuchung tatsächlich keine Streptokokken identifiziert, bei den 
restlichen konnten jedoch durch die zwei anderen Untersuchungsverfahren eindeutig 
Streptokokkenarten nachgewiesen werden.  
In den subkultivierten Stämmen wurden Vertreter der Mitis-Gruppe durch das RapidID-
32Strep-System in 93 % der Proben, durch das MALDI-TOF-MS-Verfahren in 89 % und 
durch PCR-Analyse in 70 % der Proben nachgewiesen. Spezies, die der Sanguinis-Gruppe 
angehören, wurden durch die PCR-Untersuchung zu 85 % und durch RapidID-32Strep sowie 
MALDI-TOF-MS in 67 % aller Proben nachgewiesen. 
Während RapidID-32Strep und MALDI-TOF-MS Vertreter der Anginosus-Gruppe in 11 % 
der Proben identifizierten, wurde die Gruppe per PCR in 56 % der Proben nachgewiesen. 
S. mitis wurde in 44 % und S. salivarius in 37 % der Proben durch die PCR der Dentinproben 
identifiziert. Beide Spezies wurden nicht durch die MALDI-TOF-MS-Analyse nachgewiesen 
(Abbildung 15, Tabelle 16). 
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S. parasanguinis
S. anginosus
PCR MALDI-TOF-MS
 
0-25…Patientenproben 
Abbildung 15: Diagramm zur vergleichenden Darstellung der Ergebnisse der MALDI-
TOF-MS-Analyse mit den PCR-Ergebnissen von 27 Patientenproben 
Tabelle 16: Vergleich der Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analyse mit den PCR-
Ergebnissen in 27 Patientenproben 
orale 
Streptokokken 
Nachweis mittels Kultivierung 
und MALDI-TOF-MS-Analyse 
in 27 Patientenproben 
Nachweis mittels PCR 
in 27 Patientenproben 
n % der Proben 
mit Nachweis 
n % der Proben 
mit Nachweis 
Mitis-Gruppe 24 89 19 70 
S. oralis 21 78 17 63 
S. mitis 11 41 10 37 
Sanguinis-
Gruppe 
19 70 23 85 
S. gordonii 13 48 21 78 
S. sanguinis 7 26 8 30 
S. parasanguinis 4 15 4 15 
Anginosus-
Gruppe 
3 11 15 56 
S. anginosus 2 7 13 48 
S. intermedius 0 0 4 15 
S. constellatus 0 0 2 7 
Mutans-Gruppe 0 0 12 44 
S. mutans 0 0 12 44 
Salivarius-
Gruppe 
0 0 10 37 
S. salivarius 0 0 10 37 
n…Anzahl der Patientenpoben, %...prozentualer Anteil der Patientenproben 
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Abbildung 16: Darstellung der mittels MALDI-TOF-MS-Analyse und PCR identifizierte 
Gruppen oraler Streptokokken  
Es wurde mittels MALDI-TOF-MS-Analyse durchschnittlich in 89 % der Proben Vertreter 
der Mitis-Gruppe, 67 % Spezies der Sanguinis-Gruppe sowie 11 % der Anginosus-Gruppe 
nachgewiesen. Vertreter der Mutans-Gruppe wurden durch speziesspezifische PCRs zu 
durchschnittlich 44 %, S. salivarius zu 37 % nachgewiesen (Abbildung 16). 
 
 0-90…Angabe in % der Proben mit Nachweis 
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6 Diskussion 
6.1 Vergleich der Ergebnisse des Nachweises oraler Streptokokken mittels der 
MALDI-TOF-MS-Analyse, der Identifizierung durch das RapidID-32Strep-System 
und PCR 
 
6.1.1 Vergleich der MALDI-TOF-MS-Analyse und der Identifizierung oraler 
Streptokokken mittels des RapidID-32Strep-Systems 
Phänotypische Identifizierungsmethoden, wie das RapidID-32Strep-System, die in 
mikrobiologischen Labors als Standardidentifizierungsmethode weit verbreitet sind, zeigen 
bei dem Nachweis von oralen Streptokokken gewisse Schwächen, da innerhalb einer Spezies 
oft eine gewisse Bandbreite phänotypischer Reaktionen vorkommt (Van Houte J. 1991, 
Hoshino T. 2004). So ist beschrieben, dass derselbe Stamm bei Testwiederholung 
unterschiedliche Ergebnisse hervorrufen kann (Chen C.C. 2004) und sich somit eine auf 
Speziesebene abweichende Identifizierung ergibt (Garnier F. 1997). Dies wurde bei der 
Identifizierung von S. sanguinis, S. mutans sowie Vertretern der Anginosus-Gruppe 
beobachtet (Rupf S. 2005, Pan Y.P. 2001, Kilian M. 1989). 
In der vorliegenden Untersuchung wurde mittels RapidID-32Strep im Fall von Subkultur 11e 
Leuc. nachgewiesen, mittels MALDI-TOF-MS-Analyse und PCR konnte jedoch eindeutig S. 
gordonii nachgewiesen werden. Die Subkultur 6a wurde durch das RapidID-32Strep-System 
ebenfalls als Leuc. identifiziert. Hier wies MALDI-TOF-MS jedoch S. sanguinis nach. 5a, 13e 
und 25a hingegen wurden sowohl durch die MALDI-TOF-MS-Analyse, als auch durch die 
Identifizierung mittels RapidID-32Strep als nicht zur Gruppe der oralen Streptokokken 
zugehörig erkannt. Es scheint also einen leichten Vorteil der MALDI-TOF-MS-Analyse in 
der Erkennung von Bakterien zu geben, die nicht der Viridans-Guppe angehören.  
RapidID-32Strep konnte bei den Subkulturen 14p1b und 19a nicht eindeutig zwischen 
S. parasanguinis oder S. gordonii unterscheiden. Auch andere Veröffentlichungen berichteten 
über eine gewisse Diskrepanzen beim Nachweis von S. gordonii, S. parasanguinis und S. 
sanguinis im Rahmen der Identifizierung mittels RapidID-32Strep (Hoshino T. 2004, 
Summanen P.H. 2009). Dieses Phänomen wird durch die Rekombination von Genen 
zwischen den verschiedenen Viridans-Streptokokken und die damit verbundenen 
Veränderungen im Phäntoyp erklärt (Hoshino T. 2004). 
Für insgesamt 11 Subkulturen war die Identifizierung mittels RapidID-32Strep unklar. Es 
erfolgte in diesen Fällen weder eine eindeutige Zuordnung zu einer Spezies noch zu einer 
Gruppe oraler Streptokokken. Per MALDI-TOF-MS-Untersuchung wurden vier dieser 
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Stämme als S. sanguinis (4p1f, 4p1g, 4p1h, 20c), drei als S. oralis (6b, 24b, 24f) und vier 
Stämme (15c, 22d, 24c, 26c) als S. gordonii identifiziert. Die Auswertung der 
Massenspektren im Rahmen der MALDI-TOF-MS-Untersuchung lieferte hier präzisere 
Ergebnisse. 
Die Unterscheidung zwischen S. oralis und S. mitis mittels des RapidD-32Strep-Tests ist oft 
sehr schwierig (Yoshida A. 2005, Kikuchi K. 1995). In der vorliegenden Untersuchung zeigte 
sich, dass durch das RapidID-32Strep bei 18 von 107 Stämmen keine eindeutige 
Unterscheidung zwischen S. oralis und S. mitis möglich war. Es wurden dann beide Spezies 
mit etwa gleich hoher Wahrscheinlichkeit als in der Subkultur enthalten angegeben. Ein 
Beispiel dafür ist Subkultur 12f. Hier wurde mittels RapidID-32Strep-Untersuchung S. oralis 
mit 39 % Wahrscheinlichkeit und S. mitis mit 50 % Wahrscheinlichkeit identifiziert. Es zeigte 
sich, dass dieses Problem zunächst auch im Rahmen der MALDI-TOF-MS-Analyse auftrat. 
Hier wurden auch gelegentlich Stämme fälschlicherweise als S. pneumoniae identifiziert. 
Durch die Anwendung des SVM-Algorithmus im Rahmen der Spektrenauswertung ist die 
Unterscheidung zwischen S. oralis und S. mitis jedoch meist zweifelsfrei möglich. Dies lässt 
den Schluss zu, dass das MALDI-TOF-MS-System besser zwischen den einzelnen Spezies 
innerhalb einer Gruppe oraler Streptokokken differenzieren kann. 
Insgesamt 13 Stämme, bei denen die drei Untersuchungsmethoden abweichende Ergebnisse 
lieferten, wurden per 16S-rDNA-Sequenzierung untersucht. 
Vier Sequenzierungen ergaben das gleiche Ergebnis wie die MALDI-TOF-MS-Analyse (5a, 
9e, 14p2a, 14p2c). Im Fall von 8a wies die Sequenzierung S. mitis, die MALDI-TOF-MS-
Analyse S. oralis nach. 
Stamm 10b wurde mittels MALDI-TOF-MS-Analyse S. mitis identifiziert, per Sequenzierung 
hingegen S. oralis. Es ist bekannt, dass die Unterscheidung zwischen S. oralis und S. mitis 
auch mittels 16S rDNA-Sequenzierung sehr schwierig ist (Pan Y.P. 2001, Chhour K.-L. 2005, 
Suzuki N. 2005). Im Rahmen dieser Untersuchung war in drei Fällen (Stamm 9f, 10a und 
13a), bei denen die DNA-Sequenzierung keine genaue Unterscheidung zwischen S. oralis/ S. 
mitis und S. pneumoniae ermöglichte, mit der MALDI-TOF -MS-Analyse die eindeutige 
Speziesidentifizierung möglich. Die Stämme 9f und 10a wurden so als S. oralis, 13a hingegen 
als S. mitis benannt. Ähnliche Beobachtungen zeigten sich bereits im Rahmen anderer 
Untersuchungen (Rupf S. 2005, Bizzini A. 2010). Sie sprechen für die sehr gute Eignung der 
MALDI-TOF-MS-Analyse zur klinischen Identifizierung von Viridans-Streptokokken. 
Bei zwei von 107 untersuchten Stämmen wich die Identifizierung mittels MALDI-TOF-MS-
Analyse von den restlichen Untersuchungsergebnissen ab. Die Sequenzierung von Stamm 9d, 
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bei dem die MALDI-TOF-MS-Analyse nicht zwischen S. anginosus und S. constellatus 
unterscheiden konnte, ergab, dass es sich um S. anginosus handelte. Der Stamm 24d wurde 
per Sequenzierung als zur Spezies S. sinensis zugehörig erkannt. Spektren dieser Spezies 
waren zu diesem Zeitpunkt nicht in der verwendeten VS-Datenbank enthalten und konnten so 
nicht für die Identifizierung herangezogen werden. Dies zeigt, wie wichtig die Entwicklung 
ausführlichen Vergleichsdatenbanken für die praktische Anwendung der Methode ist.  
Die Zuordnung zur Mitis-Gruppe per RapidID-32Strep-Testung scheint sehr zuverlässig zu 
sein (Sensitivität 95 %). Innerhalb dieser Gruppe waren jedoch Diskrepanzen bei der 
Unterscheidung von S. mitis und S. oralis zu erkennen. Vor allem bei der Identifizierung von 
S. mitis-Subkulturen wichen die Ergebnisse stark von der MALDI-TOF-MS-Identifizierung 
ab. Die Sensitivität des RapidID-32Strep-Tests für die Identifizierung dieser Spezies lag in 
der vorliegenden Arbeit bei nur 25 %. Insgesamt wurden weniger Subkulturen der Sanguinis-
Gruppe zugeordnet als durch MALDI-TOF-MS (die Übereinstimmung der identifizierten 
Subkulturen betrug 56 %). Dies erklärt sich dadurch, dass das RapidID-32Strep-System 
gelegentlich nicht eindeutig zwischen S. mitis bzw. S. oralis und S. sanguinis bzw. S. 
parasanguinis unterscheidet (z. B. Subkultur 4p1f, 6b, 20c, 24c). Die Identifizierung von S. 
gordonii per RapidID-32Strep-Testung scheint hingegen sehr zuverlässig zu sein (Spezifität: 
100 %). Allerdings wurden auch einige der per RapidID-32Strep als S. parasanguinis 
identifizierte Subkulturen per MALDI-TOF-MS als S. gordonii erkannt. Die 
Übereinstimmung beim Nachweis von S. parasanguinis-Subkulturen beträgt 29 %.  
Diese Ergebnisse zeigen, dass die MALDI-TOF-MS-Analyse die zum Nachweis oraler 
Streptokokken geeignetere der beiden mit Anzucht verbundenen Nachweismethoden ist.  
 
6.1.2 Vergleich der PCR-Analyse mit den Nachweismethoden, die mit Kultivierung 
verbunden sind 
Es ist eine gewisse Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der mit Anzucht verbundenen 
Untersuchungsmethoden (MALDI-TOF-MS-Analyse und RapidID-32Strep-Identifizierung) 
und den Resultaten der PCR-Untersuchung zu verzeichnen. So zeigte sich beispielsweise, 
dass die durch PCR nachgewiesenen Spezies S. mutans, S. salivarius sowie S. intermedius 
und S. constellatus mittels MALDI-TOF-MS nicht identifiziert werden konnten. Auch das 
RapidID-32Strep-System erkannte S. mutans, S. salivarius und S. intermedius nicht. 
Interessant ist die Tatsache, dass S. mutans, ein Schlüsselerreger der Karies, allein durch die 
molekulare Methode nachgewiesen wurde. Diese Beobachtung entspricht den Ergebnissen 
einer Untersuchung aus dem Jahr 2004 (Munson M.A. 2004). 
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Zwischen den verschiedenen Spezies oraler Streptokokken besteht eine große Ähnlichkeit 
bezüglich des Genotyps. Es gibt Vertreter, die eine Ähnlichkeit hinsichtlich ihrer DNA von 
99 % zeigen (Facklam R. 2002, Hoshino T. 2004, Chhour K.-L. 2005). Dies erschwert die 
Unterscheidung per DNA-Analyse erheblich. 
In der vorliegenden Arbeit wurden durch die PCR-Analyse durchschnittlich 2 Spezies pro 
Probe identifiziert, die die anderen verwendeten Methoden nicht nachgewiesen hatten. Eine 
Erklärung dafür liegt in der Tatsache, dass per PCR-Analyse auch Spezies nachgewiesen 
werden, die nicht zur Anzucht gebracht werden können. 
Für fünf Patientenproben (Nr. 3, 7,10, 12, 15) waren alle speziesspezifischen PCRs negativ, 
obwohl mittels MALDI-TOF-MS in jeder dieser Proben Viridans-Streptokokken 
nachgewiesen werden konnten. Die durch per PCR in diesen Proben nicht erkannten Spezies 
sind S. oralis, S. mitis, S. sanguinis, S. parasanguinis, und S. gordonii. 
Bei elf der 27 Stämme ergaben sich im Rahmen der PCR auch unspezifische Reaktionen 
erklärt werden könnte. Allerdings deckt sich die Durchführung der PCR mit 30 Zyklen mit 
dem Vorgehen anderer Untersuchungen (Munson M.A. 2004, Chhour K.-L. 2005). 
Beim Nachweis von S. gordonii besteht in der vorliegenden Untersuchung eine sehr große 
Abweichung zwischen den Ergebnissen aller drei Methoden. Diese Spezies wurde durch die 
PCR-Untersuchung in 70 % der Proben identifiziert und per RapidID-32Strep zu 22 %, durch 
MALDI-TOF-MS hingegen in 56 % der Proben. In früheren Untersuchungen berichtet man 
ebenfalls von einer Diskrepanz bei der Identifizierung von S. gordonii (Hoshino T. 2004, 
Bosshard P.P. 2004). Dort wurde beobachtet, dass durch RapidID-32Strep als S. 
parasanguinis bezeichnete Stämme, per Sequenzierung als S. gordonii, teilweise aber auch als 
S. constellatus oder S. anginosus erkannt wurden. Dies deckt sich mit dem vermehrten 
Nachweis von S. anginosus und S. gordonii mittels PCR in der vorliegenden Untersuchung. 
Während S. anginosus mittels MALDI-TOF-MS und RapidID-32Strep in 7 % der Proben 
identifiziert wurde, wurde die Spezies per PCR in 48 % der Proben erkannt. 
Insgesamt wurde S. oralis in der vorliegenden Untersuchung mittels PCR in vier 
Patientenproben weniger nachgewiesen, als mit MALDI-TOF-MS. Für Stamm 8a und 11a 
beispielsweise war die PCR für S. oralis negativ, obwohl per MALDI-TOF-MS S. oralis 
nachgewiesen wurde. Es gibt bereits Berichte darüber, dass im Rahmen der DNA-Analyse 
mittels PCR bei Vertretern oraler Streptokokken, wie zum Beispiel S. oralis, keine 
Amplifikation stattfand und somit der Nachweis negativ ausfiel (Hoshino T. 2004). Die S. 
anginosus-PCR für den Stamm 9d war ebenfalls negativ, obwohl die Sequenzierung eindeutig 
S. anginosus identifizierte. Es gibt bereits Berichte von atypischen S. anginosus-Stämmen, die 
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PCR-Produkte unterschiedlicher Länge bildeten und so falsch klassifiziert wurden (Chen C.C. 
2004). 
Die Schwierigkeiten beim Nachweis von Viridans-Streptokokken mittels PCR können auf den 
zwischen einzelnen Spezies nachgewiesenen Gentransfer und die damit verbundene 
genetische Heterogenität zurückgeführt werden (Alam S. 2000, Zhang Q. 2010, Petersen F.C. 
2010). Dies lässt den Schluss zu, dass die MALDI-TOF-MS-Analyse zum Nachweis oraler 
Streptokokken auf Speziesebene besser geeignet ist.  
 
6.2 Untersuchung der Eignung der getesteten Untersuchungsmethoden für den 
Nachweis von Viridans-Streptokokken in Patientenproben im Rahmen klinischer 
Diagnostik 
Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Eignung der drei 
verwendeten Methoden zur Identifizierung von Viridans-Streptokokken in klinischen Proben 
im Rahmen der mikrobiologischen Standarddiagnostik.  
Eine klinisch relevante Untersuchungsmethode sollte in kurzer Zeit zu einem verlässlichen 
Ergebnis führen, kostengünstig und in der Anwendung nicht zu aufwendig sein, um im Alltag 
eines mikrobiologischen Labors bestehen zu können. 
Der Nachweis oraler Streptokokken in klinischen Proben war mit allen drei Methoden 
möglich.  
Mittels speziesspezifischer PCR wurden in der vorliegenden Untersuchung im entnommenen 
kariösen Dentin insgesamt zehn Streptokokkenspezies nachgewiesen. Das sind mehr, als mit 
Hilfe der nach Kultivierung durchgeführten Untersuchungsmethoden. Gerade S. mutans, ein 
Schlüsselerreger der Karies, wurde mit molekularen Methoden häufiger nachgewiesen als per 
Kultivierung. Diese Diskrepanz lässt sich dadurch erklären, dass durch die PCR auch 
Bakterien nachgewiesen wurden, die nicht mehr lebensfähig waren und somit nicht zur 
Anzucht gebracht werden konnten. Es sollte jedoch berücksichtigt werden, dass mit dem 
Fortschritt einer kariösen Läsion eine ständige Fluktuation von Bakterienspezies in der 
Mikroflora stattfindet. Der Nachweis toter Bakterien ist damit von geringerer Bedeutung für 
die Untersuchung der augenblicklichen Zusammensetzung der zu untersuchenden Mikroflora. 
Obwohl sie eine schnelle, sehr sensitive Identifizierungsmethode ist, ist die PCR-Analyse 
aufgrund der großen genotypischen Ähnlichkeit oraler Streptokokken (Chhour K.-L. 2005) 
nicht ideal für deren Identifizierung in Patientenproben. Dass DNA-basierte Methoden bei 
den meisten biologischen Proben, aufgrund der Vielfältigkeit der enthaltenen Pathogene und 
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eventuell vorkommenden Amplifikationsinhibitoren, oft als diagnostische Maßnahme nicht 
ausreichend sind, wurde bereits beschrieben (Cherkaoui A. 2010). 
Die Ergebnisse der selektiv durchgeführten PCRs mit isolierten Stämmen erwiesen sich als 
zuverlässiger. Dieses Vorgehen ist jedoch auch mit größerem Arbeitsaufwand verbunden. Bei 
28 der 107 Stämme wurde eine separate DNA-Analyse mittels PCR und DNA-Sequenzierung 
durchgeführt, um die Identifizierung per MALDI-TOF-MS zu sichern. In 20 Fällen konnten 
so die Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analyse bestätigt werden. 
Das ebenfalls mit Kultivierung verbundene RapidID-32Strep-System ist sehr einfach 
anzuwenden und kommt bereits im Rahmen der Standarddiagnostik verschiedenster 
klinischer Proben zum Einsatz. Die zunächst notwendige Isolierung von Reinkulturen, die 
Voraussetzung für die Anwendung des RapidID-32Strep-Systems ist, erweist sich speziell bei 
Viridans-Streptokokken jedoch als schwierig. Es gibt beispielsweise phänotypische Varianten 
von S. anginosus, die keine α-Hämolyse zeigen und so eventuell nicht als Viridans-
Streptokokken identifiziert werden (Coykendall A.L. 1989). Es können sich zudem mit 
kommerziellen Tests dieser Art Abweichungen bei der biochemischen Identifizierung ergeben 
(Chen C.C. 2004, Garnier F. 1997, Kilian M. 1989). Auch waren die Ergebnisse des RapidID-
32Strep im Rahmen dieser Untersuchung oft nicht eindeutig. Eine Erklärung dafür liegt in der 
phänotypischen Variabilität der Viridans-Streptokokken (Kilian M. 1989). 
Wie bereits erwähnt konnte in Fällen, in denen die phänotypische Identifizierung mittels 
RapidID-32Strep nicht eindeutig ausfiel, die MALDI-TOF-MS-Analyse Klarheit bringen. 
Letztere hat in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen, wird aber aufgrund 
der Kosten der Geräte noch nicht flächendeckend angewendet. Gerade aber in Fällen, in 
denen die jetzige Standarddiagnostik unklare Ergebnisse liefert, stellt die MALDI-TOF-MS-
Analyse eine Alternative dar. Die Aufbereitung der Proben für die MALDI-TOF-MS-
Untersuchung ist zwar zeitaufwendig, die eigentliche Messung kann jedoch auch automatisch 
erfolgen und ist dadurch durchaus zeitsparend. Ein weiterer Vorteil ist die geringe Menge an 
benötigtem Probenmaterial. Die Anwendungsbereiche dieser Methode haben mit ihrer 
Entwicklung vom „fast atom bombardment“ über die „electorspray ionization“ hin zur 
Probenproteolyse (MS und MS/MS) über die Jahre stetig zugenommen (Rupf S. 2005). Es 
wurden bereits in verschiedenen Untersuchungen Bakterienstämme mittels MALDI-TOF-MS 
erfolgreich identifiziert (Arnold R.J. 1998, Nillson C.L. 1998, Edwards-Jones V. 2000, Shah 
H.N. 2002, Majcherczyk PA 2006). 
Wurden anfänglich zunächst Biomoleküle analysiert (Tanaka K. 1988, Hillenkamp F. 1991), 
konnten später Bakterienlysate (Wang Z. 1998, Demitev P.A. 2001) oder intakte 
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Bakterienzellen (Welham K.J. 1998) und schließlich auch Bakteriengemische (Wahl K.L. 
2002) analysiert werden. Die Methode könnte in Zukunft die klinische Diagnostik 
revolutionieren. Voraussetzung ist jedoch die flächendeckende Etablierung von 
standardisierten Datenbanken. Auch die Senkung der Kosten sollte in naher Zukunft möglich 
sein (Bizzini A. 2010). Für die Anwendung der MALDI-TOF-MS-Methode zur 
Identifizierung von Viridans- Streptokokken spricht außerdem, dass die Ergebnisse, gerade 
bei der Differenzierung von Vertretern der Mitis-Gruppe, teilweise sogar präziser sind, als die 
der 16S-DNA-Sequenzierung. Diese wurde bisher als Goldstandard (Bizzini A. 2010) 
angesehen, ist aber aufgrund der starken Ähnlichkeit der Genome verschiedener Spezies 
oraler Streptokokken hier nur begrenzt anwendbar. Das MALDI-TOF-MS-Verfahren ist 
zudem, in Bezug auf die verwendeten Reagenzien, günstiger und liefert die Ergebnisse 
schneller.  
Zukünftig könnten die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Methoden zur Identifizierung 
von Viridans-Streptokokken, einzeln oder eventuell auch in Kombination, in der klinischen 
Diagnostik standardisiert zum Einsatz kommen, so zum Beispiel beim Nachweis infektiöser 
Endokarditis (Bizzini A. 2010, Majcherczyk PA 2006). 
 
6.3 Nachweis oraler Streptokokken in kariösem Dentin  
Ein weiteres Anliegen der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Rolle von Viridans- 
Streptokokken in der Mikroflora kariösen Dentins. Es wurde mittels MALDI-TOF-MS-
Analyse durchschnittlich in 89 % der Proben Vertreter der Mitis-Gruppe, 67 % Spezies der 
Sanguinis-Gruppe sowie 11 % der Anginosus-Gruppe nachgewiesen. Vertreter der Mutans-
Gruppe wurden durch speziesspezifische PCRs zu durchschnittlich 44 %, S. salivarius zu 
37 % nachgewiesen (Abbildung 16). Gerade die Spezies S. oralis, S. mitis und S. gordonii 
wurden in großer Zahl nachgewiesen, was mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen 
übereinstimmt (Brailsford S.R. 2001, DeSoet J.J. 1995). Damit sind Vertreter der Gruppe der 
Non-Mutans-Streptokokken im kariösen Dentin der Patientenproben häufiger vertreten als S. 
mutans. Außerdem konnte eine signifikante Anzahl an S. anginosus in jenen Proben 
identifiziert werden, in denen auch S. mutans vertreten war (p= 0,0213) (Tabelle 14).  
Diese Ergebnisse stützen die erweiterte ökologische Plaquehypothese (Takahashi N. 2008, 
Takahashi N. 2011), die, neben S. mutans, Non-Mutans-Streptokokken als zusätzlichen, 
entscheidenden Faktor in der Kariesätiologie betrachtet und das Zusammenspiel dieser 
verschiedenen Spezies in den Mittelpunkt des Kariesprozesses stellt. Diese Hypothese geht 
davon aus, dass die Plaque ein dynamisches Ökosystem ist. Findet verstärkt Zufuhr von 
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Zucker oder eine Verminderung des Speichelflusses statt, verändert sich das Ökosystem 
(Takahashi N. 2008). Non-Mutans-Streptokokken, wie die Vertreter der Mitis-Gruppe, 
produzieren Säuren, die dann zum dauerhaften pH-Wert-Abfall führen, was das Wachstum 
säureliebender Spezies („low-pH“- Non-Mutans-Streptokokken) fördert. Durch deren 
Stoffwechselprodukte (ebenfalls Säuren) wird das Gleichgewicht schließlich in Richtung 
Demineralisation der Zahnhartsubstanz verschoben. Erreger, wie S. mutans und 
Lactobacillen, ersetzen bei weiterhin niedrigem pH-Wert die „low-pH“-Non-Mutans-
Streptokokken und treiben den Kariesprozess voran, was schließlich zu irreversibler 
Demineralisation und Kavitation führt (Takahashi N. 2008 , Sissone C.H. 2007). 
Der geringe Anteil an nachgewiesenen Mutans-Streptokokken in dieser Untersuchung stimmt 
mit anderen Untersuchungsergebnissen überein (Van Houte J. 1991, Weerheijm K.L. 1993). 
Bei Wurzelkaries beispielsweise wird S. mutans ebenfalls in geringerem Ausmaß 
nachgewiesen (Yoshida A. 2005). In der Vergangenheit wurde diskutiert, ob nicht das 
Wechselspiel zwischen S. sanguinis und S. mutans relevant für die Kariesentstehung ist. So 
gibt es Arbeiten, die S. sanguinis mit gesunden Zahnoberflächen assoziiert sehen (Loesche 
W.J. 1979, Corby P.M. 2010) und S. mutans mit kariösen Läsionen (Beighton 2005, 
Brailsford S.R. 2001, Caufield P.W. 2000). 
In der vorliegenden Studie konnten jedoch sowohl S. sanguinis als auch S. mutans in den 
kariösen Dentinläsionen nachgewiesen werden. Dies bestätigt Ergebnisse anderer 
Veröffentlichungen (Pan Y.P. 2001, Ge Y. 2008). 
Die endgültige Klärung der Frage, wie genau die Wechselwirkung der beiden Spezies in 
Ausbruch von Karies mündet, bleibt weiter offen. Durch alle verwendeten 
Untersuchungsmethoden wurden S. gordonii und S. anginosus häufiger nachgewiesen als S. 
mutans. Bei der Erforschung der Wurzelkariespathogenese wurde bereits festgestellt, dass S. 
anginosus, aber auch S. oralis, S. mitis und S. gordonii stärker vertreten sind als S. mutans 
(Van Houte J. 1991, DeSoet J.J. 1995). Die „low-pH“-Non-Mutans-Streptokokken S. oralis, 
S. gordonii und S. anginosus scheinen die Mikroflora von kariösem Dentin zu dominieren. 
Bedenkt man nun, dass diese Organismen auch bei der Biofilmformation von Bedeutung sind 
(DeSoet J.J. 1995), liegt die Schlussfolgerung nahe, dass ihre Bedeutung neben der von S. 
mutans für die Ausbildung von Dentinkaries bisher möglicherweise unterschätzt wurde 
(Brailsford S.R. 2001). 
Heute findet Kariesprävention vor allem durch Biofilmreduktion statt. Dies wird durch 
Fluoridzufuhr, mechanische Reinigung der Zähne und Antiseptika, wie 
Chlorhexidindigluconat oder Triclosan, ermöglicht. Die Analyse der 
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Biofilmzusammensetzung und die Beobachtung von Veränderungen im Verlauf der 
Kariesprogression sind wichtige Voraussetzungen für die Entwicklung von neuen 
Bekämpfungsstrategien. Außerdem könnte die Klärung der Pathogenität der einzelnen 
Spezies oraler Streptokokken bei der Entwicklung neuer diagnostischer Tests hilfreich sein. 
Veröffentlichungen jüngeren Datums schlagen Propolis (Bienenharz) oder Flavanoide zur 
antibakteriellen Therapie vor, beziehen sich dabei aber vor allem auf die Wirkung dieser 
Substanzen auf Mutans-Streptokokken (Lima J.P.M. 2009). Auch andere Ansätze, wie die 
Entwicklung von Impfstoffen (Sun J. 2009) oder photodynamische antimikrobiologische 
Therapie (Lima J.P.M. 2009), gehen stets von einer Kariesbekämpfung durch Verminderung 
von Mutans-Streptokokken aus, da diese zurzeit noch im Mittelpunkt der Erforschung der 
Regulation von Karies stehen (Liberio S.A. 2009). Zukünftig sollten allerdings auch die Non-
Mutans-Streptokokken in solche Überlegungen mit einbezogen werden, da sie ja ebenfalls 
über kariogenes Potential verfügen. 
Weitere Theorien zur Kariesbekämpfung, wie die der probiotischen Therapie von Karies 
(Liberio S.A. 2009), die auf dem Antagonismus zwischen S. sanguinis und S. mutans 
beruhen, sollten unter Berücksichtigung anderer Viridans-Streptokokken-Spezies überdacht 
werden.  
Von S. anginosus und anderen Streptokokken ist bekannt, dass sie auch an anderen 
Infektionserkrankungen, wie zum Beispiel Endokarditis beteiligt sind (Facklam R. 2002). Der 
Erhalt der Kariesfreiheit und die damit verbundene Mundgesundheit sollten daher auch zum 
allgemeinmedizinischen Anliegen werden und nicht nur als alleiniges Ziel der Zahnmedizin 
gesehen werden. 
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6.4 Schlussfolgerungen 
1. Die Ergebnisse der PCR-Analyse der Dentinproben weichen von denen der mit Anzucht 
verbundenen Methoden (MALDI-TOF-MS- und RapidID-32Strep-Untersuchung) ab. Die 
MALDI-TOF-MS-Methode kann als zur Identifizierung oraler Streptokokken geeignetere 
der mit Kultivierung verbundenen Nachweismethoden angesehen werden.  
2. Alle drei Verfahren sind zur Untersuchung klinischer Proben geeignet, wobei die 
MALDI-TOF-MS-Analyse jedoch die präziseste Speziesdifferenzierung ermöglicht. In 
Kombination können die drei Methoden im Rahmen der klinischen Diagnostik von 
Viridans-Streptokokken zum Einsatz kommen. Für die Standarddiagnostik könnte 
zukünftig vor allem die MALDI-TOF-MS-Analyse an Bedeutung gewinnen. 
3. S. mutans ist nicht allein für die Ausbildung von Dentinkaries verantwortlich.  
Die „low-pH“-Non-Mutans-Streptokokken S. oralis, S. gordonii und S. anginosus 
scheinen die Mikroflora von kariösem Dentin zu dominieren. Sie übertrafen in der 
vorliegenden Arbeit in ihrem Vorkommen S. mutans in mehr als der Hälfte der 
untersuchten Proben. Diese Beobachtung stützt die erweiterte ökologische 
Plaquehypothese.  
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Karies ist eine der verbreitetsten Infektionskrankheiten der deutschen Bevölkerung. 
Folgeerscheinungen, wie der Zahnverlust, bedeuten eine erhebliche Einschränkung der 
Lebensqualität für die betroffenen Patienten. Die Behandlung der Folgen von Karies erzeugte 
nach Angaben der gesetzlichen Krankenkassen in Deutschland allein im Jahr 2009 Kosten in 
Höhe von 11,2 Mrd. Euro. Eine Summe, welche die Bedeutung von Früherkennung und 
vorbeugenden Maßnahmen in der Zahnheilkunde unterstreicht. Dazu gehört auch die 
weiterführende Untersuchung von Ätiologie und Pathogenese. Der Erreger S. mutans stand 
bisher im Mittelpunkt der Kariespathogenese. Dennoch ist ungeklärt, warum es Patienten gibt, 
die trotz eines relativ geringen Vorkommens von S. mutans, Karies entwickeln. Das 
Vorkommen einer Gruppe von Viridans-Streptokokken, den Non-Mutans-Streptokokken, 
deren Kariogentität ebenfalls erwiesen ist, könnte als Erklärung in Frage kommen. Eine der 
zentralen Fragestellungen der vorliegenden Untersuchung war der qualitative und 
semiquantitative Nachweis von Viridans-Streptokokken bei Caries media. 
Im Rahmen der Untersuchung wurde bei 27 Patienten, die klinische Zeichen der Karies, aber 
keine pulpitischen Symptome aufwiesen, kariöses Dentin mit Hilfe eines sterilen Exkavators 
entnommen. Das durchschnittliche Alter der Patienten betrug 41 Jahre und der 
Durchschnittswert des DMF-T-Index betrug 12,5. Die Untersuchungsgruppe bestand zu 
55,5 % aus männlichen Probanden sowie zu 44 % aus Rauchern. Nach Isolierung von 107 
Reinkulturen aus den Patientenproben erfolgte die Identifizierung der oralen Streptokokken 
mittels eines mikrobiologischen Standardtests (RapidID-32Strep der Firma BioMérieux) und 
MALDI-TOF-MS-Analyse. Parallel wurden speziesspezifische PCRs der Dentinproben für S. 
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sanguinis, S. constellatus, S. intermedius, S. anginosus, S. mutans, S. salivarius, S. oralis, S. 
mitis, S. gordonii, S. parasanguinis durchgeführt. 
Die Gegenüberstellung der erhaltenen Ergebnisse aller drei Untersuchungsmethoden stand im 
Zentrum der vorliegenden Untersuchung. Auch ihre Eignung für die klinische 
Standarddiagnostik von Viridans-Streptokokken sollte beleuchtet werden.  
Mittels MALDI-TOF-MS-Analyse konnten insgesamt sechs verschiedene Spezies oraler 
Streptokokken in den Dentinproben nachgewiesen werden. Am häufigsten kamen Vertreter 
der Mitis-Gruppe vor (in 89 % der Dentinproben), gefolgt von S. gordonii und S. sanguinis 
(zu 52 % und 26 % vertreten). Das RapidID-32Strep-System zeigte oft abweichende 
Ergebnisse. So beispielsweise auch bei der Unterscheidung zwischen S.oralis und S. mitis. 
Dies kann durch die große phänotypische Ähnlichkeit der einzelnen Vertreter oraler 
Streptokokken erklärt werden. Die MALDI-TOF-MS-Methode erwies sich als geeignetere der 
mit Kultivierung verbundenen Nachweismethoden. Ihre Ergebnisse wurden durch selektive 
PCRs einzelner Subkulturen und DNA-Sequenzierung bestätigt. 
Mittels der speziesspezifischen PCRs der Dentinspäne wurden zehn verschiedene Spezies 
oraler Streptokokken identifiziert. Vertreter der Mutans-Gruppe wurden so zu 
durchschnittlich 44 %, S. salivarius zu 37 % nachgewiesen. Es zeigte sich ein signifikantes 
Vorkommen von S. anginosus in Proben, die ebenfalls S. mutans enthielten (p= 0,00213). 
Es ist festzustellen, dass die Ergebnisse der PCR-Untersuchung des kariösen Dentins von den 
Ergebnissen der mit Kulitvierung verbundenen Methoden abweichen. Diese Diskrepanz lässt 
sich durch die Tatsache erklären, dass per PCR auch Bakterien nachgewiesen werden, die 
nicht zur Anzucht gebracht werden können.  
Alle drei Verfahren sind zur Untersuchung klinischer Proben geeignet, wobei die MALDI-
TOF-MS-Analyse die genaueste Differenzierung auf Speziesebene ermöglicht. Der 
kombinierte Einsatz der drei Methoden beim Nachweis von Viridans-Streptokokken, auch im 
Rahmen der klinischen Diagnostik von Endokarditis, ist denkbar. Für die Standarddiagnostik 
könnte zukünftig vor allem die MALDI-TOF-MS-Analyse an Bedeutung gewinnen.  
Die Non-Mutans-Streptokokken S. oralis, S. gordonii und S. anginosus scheinen die 
Mikroflora von kariösem Dentin zu dominieren. Sie übertrafen in der vorliegenden Arbeit in 
ihrem Vorkommen S. mutans in mehr als der Hälfte der untersuchten Proben. S. mutans ist 
also nicht allein für die Ausbildung von Dentinkaries verantwortlich. Diese Beobachtung 
stützt die erweiterte ökologische Plaquehypothese. 
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I. Einzelreaktionen des RapidID-32Strep- Systems (BioMérieux) 
Vert Test Aktive Bestandteile Menge  
(mg/Vert) 
Reaktion/Enzyme Ergebnis 
Positiv Negativ 
1.0 ADH L-Arginin 0,76 Arginin-Dihydrolase Gelb Rot 
1.1. βGLU Resorufurin-βD-
glucopyranosid 
0,0032 β-GLUcosidase 
hellorange 
rosa/ 
rot-orange 
1.2 βGAR Resorufurin-βD-
galactopyranosid 
0,0032 β-GALactosidase 
orange 
rosa/ 
rot-orange 1.3 βGUR Resorufurin-βD-
glucoronid 
0,0032 β-GIUcURoronidase 
1.4 αGAL 4-Nitrophenyl-αD-
galactopyranosid 
0,096 α-GALactosidase 
farblos Gelb 
 
1.5 
PAL 4-Nitrophenyl-βD-
galactopyranosid-2-
CHA 
0,084 ALkalische Phosphatase 
farblos/ 
helles gelb 
Gelb 
1.6 RIB D-Ribose 0,55 RIBose 
Säurebildung 
rot/ 
rot-orange 
gelb/ 
orange 
1.7 MAN D-Mannitol 0,55 MANitol 
1.8 SOR D-Sorbital 0,55 SORbitol 
1.9 LAC D-Lactose (bovin) 0,55 LACtose 
1.A. TRE D-Trehalose 0,55 TREhalose 
1.B. RAF D-Raffinose 0,55 RAFfinose 
1.C. SAC D-Saccharose 0,55 SACcharose 
1.D. LARA L-Arabinose 0,55 L-ARabinose 
1.E. DARL D-Arabitol 0,55 D-ARabitol 
1.F. CDEX α-Cyclodextrin 0,275 CycloDEXtrin 
0.0 VP Natriumpyruvat 0,19 Acetoinbildung 
 (Voges Proskauer) 
+VPA+VPB 
 
farblos Rosa 
0.1 APPA L-Alanyl-L-
phenylalanyl-L-prolin-
β-naphthylamid 
0,049 Alanyl-Phenylalanyl-Prolin-
Arylamidase 
+FB 
farblos/ 
hellorange 
orange 
0.2 βGAL 2-Naphthyl-βD-
galactopyranosid 
0,038 β-GALactosidase farblos/ 
hellorange/ 
hell-purpur 
purpur 
0.3 PyrA Pyroglutaminsäure-β-
naphthylamid 
0,0254 Pyroglutaminsäure-Arylamidase farblos/ 
hellorange 
orange 
0.4 βNAG 6-Brom-2-naphthyl-N-
acetyl-βD-glucosamid 
0,043 N-Acetyl-β-Glucosaminidase farblos/ 
hellorange/ 
hell-purpur 
purpur 
0.5 GTA L-Glycyl-L-tryptophan-
β-naphthylamid 
0,05 Glycyl-Tryptophan-Arylamidase farblos/ 
hellorange 
orange 
0.6 HIP Natriumhippurat 1,5 Hydrolysat von HIPpurat +NIN 
farblos/ 
bläulich-
weiß 
Blau 
0.7 GLYG Glycogen 0,55 GLYCoGen 
Säurebildung 
rot/ 
rot-orange 
gelb/ 
orange 
0.8 PUL Pullulan 0,55 PULlulan 
0.9 MAL D-Maltose 0,55 MALtose 
0.A MEL D-Melibiose 0,55 MELibiose 
0.B MLZ D-Melezitose 0,55 MeLezitose 
0.C MBDG Methyl-βD-
glucopyranosid 
0,55 Methyl-βD 
Glucopyranosid 
0.D TAG D-Tagatose 0,55 TAGatose 
0.E βMAN 4-Nitrophenyl-βD-
mannopyranosid 
0,03 β-MANnosidase 
farblos Gelb 
0.F URE Harnstoff 0,448 Urease 
Gelb 
rosa/ 
rot-violett 
 
Vert…Bezeichnung der Vertiefung des Teststreifens  
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II. Befundbogen 
Befundbogen 
 
- vom Zahnarzt auszufüllen  – 
 
DMF/T:  D (kariös):      
    
             M(fehlend):  
 
             F(gefüllt):          
 
             T(Anzahl Zähne gesamt): 
 
   
 
 
 
Kariöser Zahn: 
 
18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28 
                
                
48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38 
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Ausdehnung der Kavität:  
 
m o d b l p 
      
 
 
Entnahme: 
 
 Datum: 
 
 Uhrzeit: 
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III. Anamnesebogen 
Anamnesebogen 
 
 
- vom Patienten auszufüllen   -  
 
(zutreffendes bitte Ankreuzen) 
 
Geschlecht: 
 
            weiblich                                  männlich 
 
Alter: 
 
Raucher: 
 
            JA       
 
     Wie viele Zigaretten rauchen Sie pro Tag?  
 
     Wie lange rauchen sie schon?    
                           
                                             
            NEIN 
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Medikamente:           
 
     Haben Sie in den letzten 4 Wochen Antibiotika   
     eingenommen?    
 
            JA                                              NEIN 
 
Allgemeinerkrankungen:  
 
        Diabetes (Zuckerkrankheit) 
 
        Leukämie (Blutkrebs) 
 
 
        Ja, ich stimme zu, das entnommene Dentin für mikrobielle              
        Untersuchungen zur Verfügung zu stellen. 
 
    Unterschrift des Patienten:  
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IV.  Primer-Nukleotidsequenzen 
Primer Nukleotid-Sequenz 
ScG1 
ScF2G2 
CTT ATG TCG GCT GCA ATA TCC 
CGT TTA GGA AAA TCT CKC CCT T 
VSC-MKR-F 
VSC-MKR-R 
TCC CGG TCA GCA AAC TCC AGC C  
GCA ACC TTT GGA TTT GCA AC 
ScF1 
ScF2G2 
TGA AAT CGA GGT TGG CCT AC 
CGT TTA GGA AAA TCT CKC CCT T 
VSC-para-F 
VSC-para-R 
CCT TAG CTC AGC TGG GAG AG 
TTG GTC TTG CGA CCT AAA CTC 
ScC1 
ScC2 
GCA GCA GTA GCA GAG ACG CT 
GCT ATG ACT TCT GCA GGC AC 
ScJ1 
ScJ2 
GTC GAT GGC GAG GAT CTA GAG C 
CTC TGC ATT TTG ACG CAT CAG 
ScB1 
ScB2 
ATT GAA GGC GAG CCT TTA GAA AG 
CAA CGA TAA CAG GAT C 
ScH1 
ScH2 
GTC GAT GGC GAG GAT CTA GAG C 
AAC AAC TTC CCC TGG AAG AC 
Hyl-MIX-U 
Hyl-INT-D 
TGG TGG GAY TAY GAR ATY GG 
GCT GTA TCA ATT GGA GTG TCT GTC 
Hyl-MIX-U 
Hyl-CC-D 
TGG TGG GAY TAY GAR ATY GG 
CTC TCT CTT GAG ATT GTT GC 
16s-Ang-U 
16s-Ang-D 
GCG TAG GTA ACC TGC CTA TTA GA 
CGC AGG TCC ATC TAC TAG C 
A… Adenosin 
C… Cytosin 
G… Guanin 
T… Tyrosin 
U… Uracyl 
R… Purrin (A oder G) 
Y… Pyrimidin (C oder T) 
K… Ketogruppe 
Die Primersynthese erfolgte durch die Firma Biometra (Göttingen).   
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V.  PCR- Protokolle 
 
S. oralis l 
Aqua. dest. 32,7 
10 X Puffer 5 
2 mM MgCl2 4 
100 mM dNTPs 1 
10 M ScG1 1 
10 M ScF2G2 1 
1,25 U Taq 0,3 
DNA-Extrakt  5  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
S. sanguinis l 
Aqua. dest. 32,7 
10 X Puffer 5 
2 mM MgCl2 4 
100 mM dNTPs 1 
10 M ScJ1 1 
10 M ScJ2  1 
1,25 U Taq 0,3 
DNA-Extrakt  5  
 
S. oralis l 
Aqua. dest. 32,7 
10 X Puffer 5 
2 mM MgCl2 4 
100 mM dNTPs 1 
10 M VSC-MKR-F 1 
10 M VSC-MKR-R  1 
1,25 U Taq 0,3 
DNA-Extrakt  5  
S. mitis l 
Aqua.dest 32,7 
10 X Puffer 5 
2 mM MgCl2 4 
100 mM dNTPs 1 
10 M ScF1 1 
10 M ScF2G2  1 
1,25 U Taq 0,3 
DNA-Extrakt  5  
S. parasanguinis l 
Aqua.dest 27,7 
10 X Puffer 5 
2 mM MgCl2 4 
100 mM dNTPs 1 
10 M VSC-para-F 1 
10 M VSC-para-R 1 
1,25 U Taq 0,3 
10 l DNA-Extrakt   
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S. mutans l 
Aqua. dest. 30,7 
10 X Puffer 5 
3 mM MgCl2 6 
100 mM dNTPs 1 
10 M ScB1 1 
10 M ScB2  1 
1,25 U Taq 0,3 
DNA-Extrakt  5 
S. gordonii l 
Aqua. dest. 32,7 
10 X Puffer 5 
2 mM MgCl2 4 
100 mM dNTPs 1 
10 M ScH1 1 
10 M ScH2  1 
1,25 U Taq 0,3 
DNA-Extrakt  5  
S. intermedius l 
Aqua. dest. 30,7 
10 X Puffer 5 
 3 mM MgCl2 6 
100 mM dNTPs 1 
10 M HYL-MIX-U 1 
10 M HYL-INT-D  1 
1,25 U Taq 0,3 
DNA-Extrakt  5  
S. anginosus l 
Aqua. dest. 32,7 
10 X Puffer 5 
 2 mM MgCl2 4 
100 mM dNTPs 1 
10 M 16s-ANG-U 1 
10 M 16s-ANG-D 1 
1,25 U Taq 0,3 
DNA-Extrakt  5  
S. constellatus l 
Aqua. dest. 30,7 
10 X Puffer 5 
2 mM MgCl2 6 
100 mM dNTPs 1 
10 M HYL-MIX-U 1 
10 M HYL-CC-D  1 
1,25 U Taq 0,3 
DNA-Extrakt  5  
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PCR Thermocyclereinstellung Anzahl 
Zyklen 
S. mitis 
S. oralis 
S. sanguinis 
S. gordonii 
S. mutans 
S. salivarius 
95˚C > 2 min 30 
94˚C > 30 sec 
55˚C > 40 sec 
72˚C > 50 sec 
72˚C > 5 min 
> 4˚C 
S. parasanguinis 95˚C > 2 min 30 
94˚C > 30 sec 
58˚C > 40 sec 
72˚C > 50 sec 
72˚C > 5 min 
> 4˚C  
S. anginosus 95˚C> 2 min 30 
95˚C> 20 sec 
57˚C> 30 sec 
72˚C> 30 sec 
72˚C> 5 min 
> 4˚C  
S. constellatus 95˚C> 2 min 30 
95˚C> 30 sec 
57˚C> 40 sec 
72˚C> 50 sec 
72˚C> 5 min 
> 4˚C 
S. intermedius 95˚C> 2 min 30 
94˚C> 30 sec 
57˚C> 40 sec 
72˚C> 50 sec 
72˚C> 5 min 
> 4˚C 
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